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AGE：advanced　glycation　end　products
ANS：1－anilino－8－naphthalenesulfonate
BSA：bovine　serum　albumin
CD：circular　dichroism
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　　　　　　　　　　　　　　　　spectrometry
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4MRE：mean　residue　ellipticity
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5第一章
序論
　生体内における生命維持システムの1つに、タンパク質の代謝回転がある。こ
の代謝回転は、タンパク質の存在量を調節するだけでなく、機能を失った変性タ
ンパク質を消失（本論文では、分解及び体外への排出を‘消失’と定義する）さ
せ新しく合成したタンパク質と入れ替えるのに役立っている。しかし個々のタン
パク質における消失機構については、未だ不明な点が多い。そこで本研究では、
血清アルブミンをモデルタンパク質として選び、変性アルブミンの消失機構を解
明する事を目的として研究を行った。
　以下に、本研究の背景と意義を記した。まず代謝回転における研究の歴史にふ
れ、変性タンパク質の消失研究を①分解②排出③医療の3方向から位置付け
を行った。次にモデルタンパク質である血清アルブミンの特性について概説した。
最後に、現在不明な点を明確にして研究意義をまとめ、本論文の流れを述べた。
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6タンパク質代謝の研究状況
　20世紀前半にSchoenheimerにより代謝回転の概念が提唱され（gg）、60年代から
タンパク質の代謝回転の研究は盛んになった。この時代にタンパク質が個々に一
定の寿命を持つ概念が定着した。同時に分解速度がどのように決まるのかという
疑問が生まれ、現在の研究の流れを作っている。このようにテーマそのものの歴
史は古いにも関わらず、近年における代謝回転に関する研究報告は年々増加して
いる（図1－1）。この増加傾向は、タンパク質代謝回転の機構はまだ完全には解
明されておらず、現在においても注目されている研究分野の1つであることを示
している。
一方、タンパク質の変性は1902年に尿素で示されて以来、熱や化学修飾で明ら
かとなった（2g）。近年ではタンパク質の代謝回転と変性分解における関連性が明
らかとなったこともあり、こちらも注目を集めている研究分野である（図1－1）。
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図1－1PubMedにおける代謝回
転と変性研究の報告数
　米国立医学図書館（NLM）の生物工学
情報センター（NCBI）が提供する文献
検索サービスPubMedを用いて、過去
十年間における代謝回転（●）と変性
（○）の研究報告数を調べた。タイト
ルにturnovcr及びdenaturを含む論文を
報告数としてカウントした。2005年12
月9日に調査したため、2005年におけ
る実際の報告数はまだ増加する可能性
がある。
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　　　報告年
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7変性タンパク質の分解研究における現状
　代謝回転におけるタンパク質の分解と変性は、時代が経つにつれクローズアッ
プされている。1960年代を中心とした半減期の測定は、多くのタンパク質におけ
る寿命をほぼ明らかにした。しかし変性という概念や立体構造の測定法が普及し
ていなかったこともあり、当時の論文には「同一タンパク質で寿命が異なる」と
いう概念が無い。
　1970年代には、タンパク質分解の生理的意義に関する概念が成立した（52）。そ
の意義の1つは「不要タンパク質や異常タンパク質の除去」である。タンパク質
の変性はアミノ酸合成ミスやフリーラジカルによる酸化などで生体で自然に生じ
る現象である（51）。そのため生体には変性タンパク質を選択的に消去する機構が
存在すると当時から予測されていた（52，53）。
　1980年代には、変性タンパク質の分解速度が上昇する受動的因子として、一般
的にプロテアーゼ感受性の変化することが原因という報告が多数なされた（26，
29）。ここで変性タンパク質の消失とタンパク質の代謝回転の関連性が実験的に証
明された。
　1990年以降から最近では、積極的因子として選択的分解機構が示されている。
その基本メカニズムとしては、シグナル配列が分子内に存在しており、その配列
と特異的に結合するタンパク質によって選択的に分解経路へ誘導されるものであ
る（14，51，78）。コレステロール代謝の重要性もあり（15）、この選択的分解経路にお
いて低密度リポタンパク質（LDL）が最も研究されているタンパク質の1つであ
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8る（図1－2）。例えば酸化／修飾LDLの蓄積は動脈硬化や高脂血症を誘導する
が、生体にはスカベンジャー受容体を介した分解経路により酸化／修飾状態の
LDLを選択的に分解する機構が存在する（16，63）。細胞内ではユビキチン・プロテ
アソーム系による変性タンパク質の分解機構も発見されており、まだ他に未発見
の選択的分解経路が存在すると予測されている（6，163）。
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図1－2　受容体による修飾／酸化H）Lの選択的分解（文献（2）より改変して引用）
　リガンドである修飾／酸化LDLは細胞膜表面の受容体と結合後、複合体となり輸送小胞によ
ってエンドソームに運ばれる。その後、複合体は分離し、リガンドはリソソームで分解され、
受容体は細胞表面に戻る。このような特異的取り込み経路に関しては、受容体の種類によって、
輸送小胞の種類や受容体再利用の可否が異なる。
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9変性タンパク質の体外への排出研究における現状
　代謝回転におけるタンパク質の変性と排出の関係も認められている。タンパク
質の体外への排出ルートは、尿・糞・皮膚や毛髪などがある。その中で窒素量か
らみると、尿による排出が全体の6割以上と最も多い（99）。腎臓は体内の老廃物
や余分な水分・電解質を、尿を介して体外に排出する。そのため変性タンパク質
も腎臓により排出されることが予測されるが、排出が決定される要素は未だ不明
な点が多い。
　1990年近くまで腎糸球体の濾過膜は、①大きさ②形③電荷の3つの要素か
ら物質排出が決定されると考えられていた（112，125，164）。しかし糸球体膜の電子
顕微鏡による観察や分子生物学的手法による分析により、現在③電荷について
論争中となっている（125，162，164）。尿中タンパク質において、アルブミンは尿中
濃度から糖尿病や虚血性心疾患・高血圧などを早期に発見できることから、最も
研究されているタンパク質である（12，126，130，131，165）。そのアルブミンに限っ
ても、①～③の要素を総合的に判断して、排出率や排出速度を予測できない（図
1－3）。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図1－3　腎臓におけるアルブミン
・， @　　ll’J－一一・・’・一；ri；’一一一一　　　の移動（文南犬（46）より引用）
Filtr涌o釣：
?
　　　　　　　　愚囎＿，?
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（A）腎臓におけるアルブミンの濾
　　過・再吸収・排出量
（B）排出の鍵を握ると考えられるア
　　ルブミン分子の大きさ・形・電
　　荷
（C）腎細胞内におけるアルブミンの
　　取り込み経路
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変性タンパク質の医療研究における現状
　代謝回転における変性タンパク質の消失機構は、医療的な面から理解への需要
が増している。タンパク質はnativeの立体構造が変形もしくは崩壊した状態にな
ると、機能が低下するだけでなく生体毒となる場合がある（32，51，145）。このよう
な変性タンパク質の蓄積が原因で誘導されるフォールディング病（別名コンフォ
メーション病）が、表1－1に挙げた疾病に限っても、日本における患者数は少
なくとも約70万人存在している。またこれらフォールディング病は加齢に伴い発
症するリスクが増える（85）。現在、高齢化社会へ進行中にも関わらず有効な治療
法がないこともあり、フォールディング病は社会問題の1つとなっている。
　原因物質である変性タンパク質の蓄積を防ぐことは、フォールディング病の根
本的な治療法となる（20，124）。その手段は大きく2通りあり、生成を防ぐか消失
させるかである（17，35）。従って変性タンパク質の生成及び消失機構の解明は有効
な治療法へつながることが期待されるが、前述したように多くの不明な点が消失
機構に関して残っている（25，35）。
病名 タンパク質
アルツハイマー病
パーキンソン病
クロイツフェルト・ヤコブ病（狂牛病）
ハンチントン病
筋萎縮性側索硬化症
amyloidβ一protein，　tau
α一Synuclein
prion　protein（PrPsc）
タンパク質中のグルタミン酸異常
su　eroxide　dismutase
表1－1　変性タンパク質の蓄積進行により発症する疾病例（文献（145）を改変して引用）
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血清アルブミン
　代謝回転における変性タンパク質の消失機構を解明する上で、血清アルブミン
をモデルタンパク質として選択する利点は大きく3つある。①アルブミンは生体
に広くかつ多量に存在しており、未発見ではあるが変性アルブミンはおそらく容
易に入手しやすい。②研究の歴史が他のタンパク質に比べて比較的長く、合成・
分解速度（117，150）、立体構造（58，69，120）、分解及び排出機構（46，116）など多くの
特性が明らかとなっている。③修飾アルブミンを用いた研究から、変性アルブミ
ンを選択的に分解する経路の可能性が既に示されており（137）、選択的な消失機構
について明らかにしやすい。これら3点をふまえると、血清アルブミンはモデル
として最適なタンパク質の1つであると考えられる。
　尚、アルブミンの変性はリガンド結合部位の損失につながる為、リガンドの運
搬異常が発生する（図1－4）。現在、変性アルブミンの蓄積により、高脂血症や
銅欠乏症などが誘発されることが報告されている（116）。
　　　　　　　　　　　　アスピリン
図1－4　アルブミン分子におけるリガンド結合（文献（116）より改変して引用）
　各リガンドは、対応する結合部位の立体構造が変形すると結合できなくなる。
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本論文の研究意義と研究領域
　上述した理由から本研究の意義をまとめると、大きく2つに分類できる。
　1つめにタンパク質代謝に関する学術的知識の欠落部分を埋めることである。
特にスカベンジャー受容体による選択的な変性タンパク質の分解機構は、代謝回
転の機構理解に重要でありながら変性LDL以外のタンパク質についてはほとん
ど知られていない。アルブミンに関してはSchnitzerらによる修飾アルブミンを用
いた研究により、受容体gp18／30を開始点とした選択的分解経路の存在が示され
ている（137）。しかしながら生体内から肝心の変性アルブミンが発見されていない
為、アルブミン研究者以外はgp18／30をスカベンジャー受容体とあまり認めてい
ない部分がある（78）。
　2つめはフォールディング病の治療につながる基礎を構築し、医学的及び社会
的な需要に応えるためである。変性アルブミンをモデルとした本研究から、未知
のタンパク質消失機構の発見や有効な研究アプローチ法の応用ができれば、フォ
ールディング病の治療法につながる可能性がある。
　したがって本研究はタンパク質代謝回転に関する学術的な重要性と医学的な実
用性を持っていると考えられる。
本論文の各章においては、以下の内容が述べられている（図1－5）。
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Nativeアルブミン
i欝謬櫨露瞥i驚
　　　　　　　　　　　　搬
　　i変性アルブミンのi
騰　i尿中への排出（五章）i
内皮細胞
図1－5　本論文における研究と各章の領域
　第一章では、本研究の目的と背景を記述した。
　第二章では、変性アルブミンが多く存在すると推測する生理状態（内毒素中毒）
において変性アルブミンを検索した。そして検索で候補に挙がったアルブミンが
変性しているのか確認する為、立体構造を解析した。
　第三章では、発見した変性アルブミンの生成原因と分解経路を追求した。内毒
素中毒だけではなく、心臓病、糖尿病、加齢を含めた普遍性について酸化原因説
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から検討した。また修飾アルブミンと同じように変性アルブミンもgp18やgp30
に結合して分解されるか調べた。
　第四章ではgp30の分解調節機構1について調べた。細胞内移動経路や活性化によ
る変性アルブミンの分解量変化、異なる細胞外変性アルブミン濃度における再利
用速度を測定した。
　第五章では腎臓による変性アルブミンの排出機構について調べた。内毒素中毒
における変性アルブミンの尿中濃度と変性アルブミンの腎クリアランスを測定し
た。
最後に第六章では全体のまとめを行った。
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第二章
内毒素中毒における変性アルブミンの単離と
特性評価
第一節　はじめに
　前章で述べたように血清アルブミンは、血漿中に最も多く含まれるタンパク質
である。そのため古くから研究が積み重ねられ、様々な性質が報告されている。
その性質の1つとして、急性炎症を誘導すると濃度が減少する「負の急性期タン
パク質」であることが知られている（143）。アルブミン濃度が減少する理由は大き
く3つある。1つめの理由は、急性炎症で血管透過性が増加したことによるアル
ブミンの血管内から血管外への移動である（67）。2つめと3つめの理由は、合成
速度と分解速度の変化である。最近Routら（12g）によって、急性炎症の誘導によ
りアルブミン合成速度が増加することが報告されている。この急性炎症の問は循
環血中から標識したアルブミンの分解が不安定（非定常状態）であり、アルブミ
ンの分解速度はまだ解明されていない。もし急性炎症におけるアルブミン濃度の
減少が、血管内外の移動によるものだけでなく分解速度の増加にもよるとしたら、
急性炎症は変性アルブミン探索及び生体内におけるアルブミン分解に関するメカ
第二章　内毒素中毒における変性アルブミンの単離と特性評価
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ニズム研究のモデルとなると考えられる。
　ホルミル化やマレイル化のような化学修飾したアルブミンは、変性アルブミン
の分解メカニズム研究の為に、長期間使用されてきた。Schnitzerら（137）は、内皮
細胞で、このような修飾アルブミンを用いて結合が分解開始へのスイッチとなる
スカベンジャー受容体（gp18、　gp30）の存在を確認した。しかしながら生体試料
からgp18やgp30に結合する変性アルブミンは未だ発見されていない。　gp18及び
gp30を経由しリソソームで分解される生体由来の変性アルブミンの存在が明ら
かになってこそ、これらスカベンジャー受容体の機能と存在理由が証明されるで
あろう。
　上述した理由から、まずアルブミンの立体構造が変化した箇所にのみ結合する
抗体を使うことにより、細菌内毒素（LPS）投与によって急性炎症（内毒素中毒）
にしたラットの血漿から変性アルブミンを見つけ出すことを試みた。
　本章は以下の構成より成り立っている（図2－1）。第二節では、変性アルブミ
ンを検索するため、変性アルブミンを特異的かつ高感度に検出する特殊抗体（特
異的M－Alb抗体）の開発について述べた。第三節では、内毒素中毒ラットの血液
から特殊抗体を用いて、候補となるアルブミンの検出について述べた。第四節で
は候補アルブミンの単離を行い、最後の第五節では変性状態か確かめる構造解析
について述べた。
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　　　　　　1）㈱課欄灘鎌纏
　　　　　　2）Q・Kll」　JV　1ミン…（第三節）灘難鍵懸
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　灘灘睦灘鞘ll
図2－1　第二章の構成と実験領域
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第二節　アルブミンの精製と抗体作製
試薬と実験方法
試薬
　Blue　Sepharose　CL－6B、　Sephacryl　S－300はAmersham　Pharmacia　Biotech社、ヘパ
リンナトリウムは清水製薬（株）、無水マレイン酸は和光純薬工業、
2，4，6．trinitrobenzenesulfonic　acid（TNBS）は関東化学（株）、ネンブタール注射液
はダイナボット社より購入した。その他の試薬はすべて特級グレードを使用した。
nativeアルブミンの精製
ラット血清アルブミンはTravisら（160，161）の方法に従って精製した。　Wistar系
雄ラット（日本生物材料センター）を、固形飼料（MF，オリエンタル酵母社製）
及び水分を自由摂取させ、飼育温度22±2℃、ライトコントロールAM8：00～
PM8：00の条件で飼育した。抗凝固剤としてヘパリンナトリウムを使用して下大動
脈より採血した。これを、1，200×g，20分間遠心分離し、血漿を得た。血漿は50mM
NaClを含んだ50mM　Tris－HCI　buffer（pH　7．4）に対し透析後、同緩衝液で平衡化し
たBlue　Sepharose　CL－6Bカラム（2．5×5cm）に流速120ml／hでかけ、アルブミンを吸
着させた。同緩衝液でカラムを洗浄後、2M　NaClを含んだ50mM　Tris．HCI　buffer
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（pH　7．4）25m1で担体に吸着させたアルブミンを溶出した。このアルブミン画分を
PBS（一）に対し透析後・限外濾過（YM－10；ADVANTEC社、　Centriplus－50；Amicon
社）により濃縮した。濃縮液をPBS（一）で平衡：化したSephacryl　S．300カラム（2．5
×80cm）に流速9．6ml／hでかけ、ゲル濾過を行った。各フラクションを還元型
SDS．PAGE（80）にかけ、精製の確認を行った。
マレイル化アルブミン（M・Alb）の調製
　Butlerら（19）の方法を参考にして、アルブミンのマレイル化を行った。すなわち、
精製したアルブミン20mgを3Lの0．1M　Sodium　pyrophosphate緩衝液（pH　9．0）に一
晩透析した。透析後のアルブミン溶液に1，4一ジオキサンを溶媒とした1M無水マ
レイン酸100μ1を加え、4N　NaOHでpH　9．0に調製し、2℃で5分間インキュベ
ートした。無水マレイン酸の析出が出現するまでこの行程を繰り返したのち、PBS
（一）に透析した。
M・Albのアミノ基修飾率
　マレイル化の修飾率を確かめるため、アルブミンにおける非修飾のアミノ基を
TNBS法（40）で定量した。　M－Alb（1ml、0．5～1．Omg／ml）に0．1M　Sodium　carbonate
bicarbonate　buffer（pH　9．0）1ml及び0．1％TNBS　l　mlを混合した。この溶液を2
時間40℃でインキュベートした。10％SDSを1m1、1NHClを0．5ml加え反応を
止め、335nmの吸光度を分光光度計（F1100、日立製）で測定した。マレイル化
率はnativeアルブミンで作った検量線と比較し算出した。タンパク質濃度は
第二章　内毒素中毒における変性アルブミンの単離と特性評価
20
Bradford法（13）により測定した。
抗nativeアルブミン及び抗M．Alb抗血清の作製
　アルブミン抗血清の作製はHoriuchiら（61）の方法を参考とした。フロイント完
全アジュバン0．5mlをルアーロック式注射筒（テルモシリンジ10ml、テルモ社製）
に取り、さらに1．8mgのnativeアルブミンを含むPBS（一）0．5m1を別の注射筒に取
り、両注射筒を金属製接続管を介して、内筒を交互に動かし均一な乳濁液を作製
した。この乳濁液を（ウサギ日本白色種、2．3kg；日本医科学動物資材研究所）の
背部皮下10数箇所に少量ずつ注射した。M－Albについても同様の操作を行った。
　初回免疫後、2週間ごとにフロイント不完全アジュバンドを用いて同様に追加
免疫を8回行った。8回目の追加免疫後8日後に頚動脈より採血し、得た血液を
37℃、1時間インキュベートした後、血餅を収縮して血清を分離しやすくさせる
目的で4℃で1時間インキュベートした。1000×g、20分間遠心し、抗血清を得
た。56℃で30分間インキュベートし非働化を行った。
　抗血清の特異性はWestem　blottingで調べた。血清タンパク質をそれぞれ280、
560、840ngずつアプライし、　SDS－pAGEにかけた。　PVDFメンブレンに転写後、
5000倍希釈した抗血清によってメンブレン上の抗血清反応タンパク質を検出し
た。得られた抗血清の力価はRing　Testによって測定した。抗血清を10％スクロ
ースを含むpBS（一）で20～2n倍希釈し、毛細試験管（内径3mm、長さ40mm）
に注入した。その上に0．1mg／mlのnativeアルブミンまたはM．Albを含むPBS（一）
を重層した。一昼夜放置後、境界面に沈降線が現れる抗血清の最高希釈倍率を力
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価とした。
抗M－Alb抗体の精製
　IgG精製の為の以下の操作は、全て4℃で行った。抗M－Alb抗血清50m1に、
他の血清タンパク質の共沈を避けるためPBS（一）50mlを加えた。アンモニア水
でpH　7．0に調製した飽和硫安100mlを徐々に撹搾しながら加えた（50％飽和）。
1時間撹搾した後、5000×gで30分遠心した。沈殿を100mlのPBS（一）に溶
かし、撹搾しながら25mlの飽和硫安を加え（20％飽和）1時間撹搾した。5000
×gで30分遠心し、沈殿（フィブリノーゲン画分）を除き上清を採取した。更に
上清に50％飽和になるように飽和硫安を加え、5000×gで30分遠心した。沈殿
を50m1のPBS（一）に溶かし、撹搾しながら50mlの飽和硫安を加え（50％飽和）
1時間撹搾し遠心分離した。この操作をさらに2回繰り返し50％飽和硫安画分
（粗IgG画分）を得た。
特異的M・Alb抗体の精製
　M－Albを抗原として得られた抗血清中には、　M－Albだけでなくnative．アルブミ
ンも認識する抗体が存在する。そのうちM－Albに特異的なIgG（特異的M－Alb抗
体：nativeアルブミンは認識せず、　M－Albの分子表面に露出した抗原決定部位を
認識するIgG）を精製するため以下の操作を行った。
　IgG画分22mlに10mg／mlのnativeアルブミン6mlを加え、50mM　Tris．HCl　50mM
NaCl　buffer（pH　7．4）に対し一晩透析した。35mlの反応液を12000×g、20分間遠
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心分離した。すなわちnativeアルブミンー抗nativeアルブミン抗lgG複合体の沈
殿物と・特異的M－Alb抗体と可溶性nativeアルブミンー抗nativeアルブミン抗IgG
及び未反応のnativeアルブミンがある上清に分離した。上清30mlを同緩衝液で平
衡化したBlue　Sepharose　CL－6Bカラム（2．5×6．7cm）に流速40ml／hでかけ、未反応の
nativeアルブミンと可溶性のnativeアルブミンー（nativeアルブミンを認識する）
IgGの複合体の両方を吸着させた。同時にその時、素通り画分を回収することで
特異的M．Alb抗体を得た。
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結果
　本研究ではnativeと変性アルブミンに対する抗血清を得るために、まずラット
血清アルブミンを精製し、無水マレイン酸を使って化学修飾したアルブミンを作
製した。図2－2に見られるように2種類のカラムクロマトグラフィー（Blue
Sepharose　CL－6BとSephacryl　S．300）によりSDS－PAGEにおいて単一バンドが得ら
れた。アルブミン分子のアミノ基のマレイル化は、TNBS法によって96％である
と評価された。
　Ring　Testの結果、抗体価は64であった。また抗血清のアルブミンに対する特
異性を判定するため、ラット血漿をサンプルとして還元型SDS－PAGEにかけた。
図2－3に抗M－Alb抗血清のアルブミンに対する特異性（Westem　Blottingによる
判定）を示した。67kDa付近に単一のバンドが検出された。
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図2－2　精製したラット血清アルブミンのSI）S－　PAGEプロフィール
　ラット血清アルブミンは2種類のカラムクロマトグラフィー（Blue　Sepharose　CL－6Bと
Sephacryl　S－300）により精製された。精製したアルブミンはアクリルアミドゲル（7．5％）に
アプライし、SYPRO　Orangeで染色した。そのイメージを蛍光的に捉えた。レーン1、標準
分子量；レーン2、精製したアルブミン。本研究ではこのアルブミンを‘nativeなアルブミ
ン’と定義した。
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図2－3　抗M・Alb抗血清のアルブミン対する特異性（Western　blottingによる判定）
レーン1，2，3には血清タンパク質をそれぞれ840，560，280ngずつアプライした。
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考察
　本研究ではTravisら（160，161）の方法でラット血清アルブミンを精製した。この
方法は現在報告されているアルブミン精製法の中で、最も変性条件の少ない方法
である。更に精製中の取扱いは、アルブミン分子の構造を変化させないように行
った。2種類のカラムクロマトグラフィー、Blue　Sepharose　CL－6BとSephacryl
S．300で、図2－2に示すように分子量67kDa付近にアルブミンの単一のバンド
が観察された。純度に問題はないと判断し、以後研究にこのアルブミンを使用し
た。このアルブミンを‘nativeアルブミン’と本研究で定義した。
　nativeアルブミンと変性アルブミンの抗血清を2種類作製するため、化学修飾
（マレイル化）したアルブミンを調製した。M－Albは多くの研究者たち（8，62，137，
139，142，153）によって、変性アルブミンのスカベンジャー受容体の研究に用いら
れている。本研究ではTNBS法によるアミノ基修飾率の結果から、　nativeアルブ
ミンのマレイル化を確認した。
　泳動後のゲルからプロッティングしたPVDF膜に対して抗原抗体反応させた結
果、本研究で作製した抗M．Alb抗血清は、血清タンパク質の中からアルブミンを
特異的に認識することが示された（図2－3）。
　しかしながらこの抗血清は、nativeアルブミンと変性アルブミンの共通エピト
ープを認識する抗体を含み、変性アルブミンのみを検出することができない（図
2－4）。何故ならnativeアルブミンからM－Albに構造変化しても、変化がない
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領域が存在することが推測できるからである。その未変化の領域を認識する抗体
は、例えM－Albで作成された抗血清であっても、　nativeアルブミンを認識するこ
とになる。
イ踏
静』ﾌ
　　や、「騰《?
??
nativeアルブミン 変性アルブミン
図2－4　nativeアルブミンと変性アルブミンを認識するポリクローナル抗体（モデル図）
　抗原タンパク質の分子表面におけるエピトープに対して、抗体は産生される。M－Albを抗
原として免疫すると、nativeアルブミンを免疫した時とは異なるエピトープ（○の範囲）を
認識する抗体が産生される。本章では変性で露出する領域を認識する抗体を精製し、M－Alb
のように立体構造が変化している変性アルブミンの検索に用いた。
　そこで硫安分画後に得られた抗M－Alb抗体をnativeアルブミンと反応させ、抗
M－Alb抗体中に存在するnativeアルブミンとM－Albに共通のエピトープを認識す
る抗体を排除した。この操作で抗M－Alb抗血清から、　M－Albに特異的なエピトー
プに認識する抗体（特異的M－Alb抗体）が得られた。
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第三節内毒素中毒によるアルブミンの濃度変化
試薬と実験方法
試薬
　Lipopolysaccharide（Escherichia　coli　Serotype　L－4130、以下LPSと略す）、α一シ
アノー4一ヒドロキシ桂皮酸（α一CHCA）はSIGMA社、スキムミルク粉末、　HPLC
グレードアセトニトリル、シークエンスグレードTFAは和光純薬工業（株）、シ
ークエンスグレードのトリプシンはpromega社、　Tween－20は関東化学社、　pVDF
膜はミリポア社、FITC－Anti　Rabbit　lgG（Goat）はVecter　Lab社から購入した。その
他の試薬はすべて特級グレードを使用した。
内毒素中毒の誘導
　Wistar系雄ラット（7週令）をネンブタール麻酔後、LPSを生理食塩水に5mg／ml
の濃度で溶解し、ディスポーザブル注射筒（針25G）で0．1ml／100　g　BWを腹腔内
注射した。投与1、1．5、2、．3、5日後（各4匹）のラットから、ヘパリンコート
したガラス注射筒を用いて下大静脈から採血した。
総アルブミンの定量
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　血漿は100倍希釈後5μ1を還元型SDS－PAGEにゲル濃度7．5％、15mA／gelの
定電流でかけた。泳動後、ゲルよりPVDF膜へ2時間、50Vの定電圧で転写した。
転写後のPVDF膜をPBS（一）で洗浄後、5％スキムミルクを含むPBS（一）で1時間
ブロッキングし、pBS（一）－T（0．1％Tween－20を含むpBS）で洗浄した。一次抗体
として、抗nativeアルブミン抗血清で1時間インキュベートし、　PBS（一）．Tで洗
浄した。次に、二次抗体として、FITC－Anti　Rabbit　lgG（Goat）をPBS（一）で5000倍
に希釈し、PVDF膜と1時間インキュベートした。　PBS（一）－Tで洗浄後Fluorlmager
595（Amersham　pharmacia　Biotech社）によって検出した（設定；Ex．488nm，
530DF30filter，PMT「Vbltage　700V）。
特異的M・Alb抗体反応タンパク質の定量
　ラットの血漿をnative　PAGE（123）で分離し、第二節で作成した特異的M－Alb抗
体を一次抗体として用いた他は、「総アルブミンの定量」と同様の操作を行った。
血中変性アルブミン濃度のLPS投与量依存性
　24匹のラットを6群に分け、LpS　O．125、2．5、3．75、5、6．25　mg／ml生理的食塩
水溶液を、0．1ml／100g体重の割合で腹腔内投与した。非投与のラットをLPS　O
mg／kg投与とした。これらのラットを投与1．5日後にネンブタール麻酔下で採血
し、「特異的M－Alb抗体反応タンパク質の定量」と同様の方法で特異的M－Alb抗
体反応タンパク質を定量した。
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ペプチドマスフィンガープリント法（PMF）によるタンパク質同定
　LpS投与後1．5日の血漿を超純水で10倍希釈しnative　PAGEにかけて、ゲルの
一部をCBB染色した。　Rf値を確認後、無染色のゲルからN1、　D2、　D3のバンド
を切り出し、電気的にタンパク質を溶出した。各タンパク質の約50μgを
SDS－PAGEにかけた。
　ゲル内消化はRosenfeldら（128）及びHellmanら（60）の方法に従った。泳動後の
ゲルをCBB染色し・モノマーバンドを切り出した。12．5ng／μl　Seqencing　grade
modified　trypsinで37℃、16時間インキュベートした。ペプチドの濃縮と無機化合
物を除去する為にZipTip　C　18　pipPet　tips（Millipore社）を用いた。
　ペプチドの試料はMALDI－TOF／MS用のサンプルプレート上に1μ1アプライし、
飽和α．CHCAを含む超純水／CH　3　CN　1：1（v／v）を1μ1を重ねてアプライし、自
然乾燥により結晶化させた。
　測定モードにはリフレクターモードを用い、分子量1000～2600のペプチドを測
定した。外部標準としてangiotensin　1とACTHを使用した。ペプチドからタンパ
ク質を検索するデータベースの検索プログラムとしてMS－Fit
（http：〃prospector．ucsf．edu／ucsfhtml4．0／msfit．htm／）、データベースにはNCBInrを用
いた。検索時のマストレランスは0．1％に設定した。各タンパク質バンドのデータ
ベース検索から得られた結果は、SDS－PAGEにおける分子量と比較、検討してタ
ンパク質の同定を行った。
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統計処理
　統計処理は、一元配置の分散分析、Fischerの多重比較を行った。誤差の危険率
が5％以下を有意な差として判定した。
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結果
　LPS投与2日後において血中アルブミン濃度が64％に有意に減少した（図2－
5）。その濃度は徐々に回復し、投与5日後には約97％となった。
　図2－6は特異的M－Alb抗体（a）と抗M．Alb抗血清（b）による特異的M．Alb
抗体反応性血漿タンパク質のWestem　blottingのプロフィールを示している。バン
ドN1はパネル（a）（b）の両方に観察された。またCBB染色した際、このバン
ドN1の位置はnative　PAGEでnativeアルブミンを示す最大のバンドの位置である
（data　not　shown）。一方バンドD2、　D3はパネル（a）のレーン2、3、4（LpS投与
1、1．5、2日後）に観察された。これら2つのバンドは特異的M－Alb抗体では検
出されたが、抗M－Alb抗血清では検出されなかった。バンドN1、　D2、　D3のRf
値は0．54、0．38、0．26であった。また、これらD2・D3アルブミン濃度はLPS投
与によってそれぞれ最大3．2倍・2．3倍へ有意に増加した（図2－7）
　LPS投与量と血漿中D2及びD3アルブミン濃度の量的依存性を確かめるため、
0－6．25mg／kg　BWの異なる濃度のLPSを投与した。　LPS投与量と血漿中の特異的
M－Alb抗体反応タンパク質D2，　D3の濃度には正の相関関係が観察された（図2－
8）。これらの相関係数はD2が0．87、　D3が0．88であった。
　特異的M－Alb抗体反応性タンパク質（N1，　D2，　D3）がアルブミンかどうか確か
める為、これらタンパク質をペプチドマスフィンガープリント法によって同定し
た。バンドN1，　D2，　D3はゲルから切り出し、　SDS－PAGEで微量の不純タンパク質
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を除いてから、そのタンパク質をそれぞれ電気的に溶出させた。図2－9は、こ
れら3種類のタンパク質のトリプシン消化ペプチドのMALDI－TOFマススペクト
ルを示している。このN1、　D2、　D3タンパク質全てが、　NCBIデータベースを基
にしたMS－Fitオンラインプログラムによってラット血清アルブミンであると同
定された（図2－10）。
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図2－5　LPS投与後におけるアルブミンの血中濃度変化
　横軸はLPS投与後の日数を示している。血清アルブミン濃度は抗nativeアルブミン抗血清
とFITC－Anti　Rabbit　IgG（Goat）を用いたWestern　blotting分析により定量した。蛍光強度は
Fluorlmager　595によって定量した。統計処理は、一元配置の分散分析、　Fischerの多重比較を
行った。値は3匹のラットの平均±標準誤差である。＊P＜0．05、＊＊＊P＜0．001VS．　O　day
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2　3　4　　5　6?…
撫灘叢擁轍難
図2－6特異的M・Alb抗体（a）と抗M・Alb抗血清（b）を用いた免疫反応性血漿タンパ
ク質のWestern　blottingプロフィール
　LPS投与1、15、2、3、5日後のラット血漿タンパク質を、　native　PAGEで分離しPVDF膜
に転写した。転写膜上のタンパク質は1次抗体として特異的M．Alb抗体（a）あるいは抗M．Alb
抗血清（b）、二次抗体としてFITC標識抗IgGを用いて、それぞれ1時間室温でインキュベ
ートすることで免疫染色した。レーン1はコントロール（LPS非投与）；レーン2，3，4，5，6は
それぞれLPS投与1，15，2，3，5日後である。
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図2－7　LPS投与後のD2，　D3タンパク質の経時変化
　図2－6に示したD2、　D3タンパク質の蛍光強度は、　FluorImager　595によって定量した。
データはコントロールのシグナルを100％で表現した。パネル（a）はD2タンパク質、（b）
はD3タンパク質を表している。値は4匹のラットの平均±標準誤差である。統計処理は、一
元配置の分散分析、Fischerの多重比較を行った。＊＊P＜0．01　and＊＊＊P＜0．001　VS．　O　day
第二章　内毒素中毒における変性アルブミンの単離と特性評価
37
1．2
3
S　o．9
損蝿?
　　　
’A　O・6?
儲　0．3
0
0 2　　　　　　4　　　　　　6
投与LPS量（mg／kg，　BW）
図2－8LPS投与量と血中における1）2・D3タンパク質濃度の相関関係
　LPS投与1．5日後における血漿中のD2（▲）、　D3（■）濃度はWestern　blotting法で定量し
た。一次抗体にはM－Albに対する特異的なエピトープを認識する抗体を用いて、　D2及びD3
を検出した。これらの蛍光強度はFluorlmager595で定量した（n＝4）。
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図2－9 N1・D2・D3タンパク質由来トリプシン消化ペプチドのUSDI．TOF／MSスペ
クトル（次ページに続く）
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図2－9 N1・D2・1）3タンパク質由来トリプシン消化ペプチドのMAml．TOFIMSスペ
クトル
　N1，　D2，　D3のバンドはnative　PAGEゲルから切り取った。各々のゲル中のタンパク質を電気
的に溶出し、微量に混入するタンパク質を除去する為SDS－PAGEで分離後、　N1，　D2，　D3タン
パク質をシークエンスグレードのトリプシンで消化した。消化物は飽和α．CHCAを用いて結
晶化し、分子量1000～2600のペプチド質量を測定した。
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図2－10MALDI－TOFIMSスペクトルからのオンライン検索結果
　N1，　D2，　D3タンパク質はシークエンスグレードのトリプシンで消化した。タンパク質は
NCBIデータベースを基にしたMS－Fitオンラインプログラムを用いたペプチドマスフィンガ
ープリント法により同定された。
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考察
　血清アルブミンは急性炎症で血漿中の濃度が減少する‘負の急性期タンパク質’
の1つである。本研究ではLPS投与2日後に劇的な濃度減少が観察された（図2
－5）。このような現象は複数の研究者によって報告されている（87，89，95，143）。
もしこの現象が部分的であるとしても血清アルブミンの分解が増加したことが原
因であれば、LPS投与はアルブミン分解のモデルとして利用できると同時に、未
だ発見されていない生体試料中の変性アルブミンの同定に有効であると考えられ
る（67）・
　特異的M－Alb抗体を用いることで、　LPS投与ラットの血中から3種類の特異的
M－Alb抗体反応性タンパク質がWestern　blottingにより検出された（図2－6）。
バンドD2，　D3が精製した特異的M－Alb抗体により検出され、精製する以前の抗
血清からは検出されなかった。それは精製した特異的M．Alb抗体溶液が抗M．Alb
抗血清より、M－Albに特異的なエピトープに対する力価が高いためと考えられる。
しかしながらバンドN1は抗M．Alb抗血清と特異的M－Alb抗体の両方で検出され
た。もし特異的M－Alb抗体がnativeアルブミンの内部領域に隠れたエピトープを
認識するなら、この特異的M－Alb抗体はバンドN1を検出しないことが推測され
る。この矛盾には、以下の3つの理由が考えられる。
　1）nativeアルブミンに特異的M－Alb抗体が非特異的に結合した
　2）nativeアルブミンとM－Alb共通のエピトープを認識するIgGを、　nativeア
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　　ルブミンを用いることで完全には除去できなかった
　3）PVDF膜上でnativeアルブミン構造が変化した
　アルブミンがこれら3つの形（N1，　D2，　D3）をとっているとすれば、　native　pAGE
の移動度はタンパク質荷電の違いによると思われる。
　LPS投与量と血漿中のD2・D3濃度の間には、量的に正の相関関係が認められ
た。このことはLPSが投与量に依存して生体内でD2・D3タンパク質を生成する
可能性を強く示唆している。
　Western　blottingでは、　PVDFメンブレンに過剰量のタンパク質が存在すると、
非特異的結合により検出される場合がある。特異的M－Alb抗体で検出されたN1，
D2，　D3タンパク質を同定する為、これらバンドをゲルから切り出し、
MALDI／TOF－MSを用いたペプチドマスフィンガープリント法に適用した。この結
果、3つのタンパク質全てが血清アルブミンと同定された。以上に述べた結果は、
LPS投与によって少なくとも2つの異なる電荷を帯びたアルブミンが新しく出現
することを示している。
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第四節　D2・D3アルブミンの単離
試薬と実験方法
試薬
　DEAE　Sephadex　A－50はアマシャムバイオサイエンスより購入した。その他の試
薬は全て特級を用いた。
D2・D3アルブミン単離
　LPS投与1．5日後の血漿を試料とした。第二章第二節において記述した血漿か
らのnativeアルブミン精製の操作後、次の操作を追加した。約400mgのアルブミ
ン濃縮液26mlを50mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH　7．0）で平衡化しておいた
DEAE　Sephadex　A－　50カラム（1．6×9cm）に流速10ml／hでかけ、200mMリン酸ナ
トリウム緩衝液（pH　7．0）で塩濃度のステップワイズ溶出によりカラム内に残存
しているアルブミンを溶出させた。ゲル濃度7．5％のnative　PAGEにより精製率と
各フラクションにおけるアルブミンの移動度を確認した。
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結果
　D2，　D3アルブミンの特性を評価する為にLpS投与1．5日後のラット血漿（30ml）
を2ステップのカラムクロマトグラフィー、Blue　Sepharose　CL－6BとSephacryl
S－300で分離した。Sephacryl　S－300カラムのアルブミンフラクションをDEAE
Sephadex　A－50にかけた。この方法で3つの異なる電荷のアルブミン（フラクショ
ン1，2，3）が得られた（図2－11）。フラクション1，2，3のピーク面積
は23．1％、74．6％、2．3％であった。次にこれらアルブミンをnative　pAGEで分析
し（図2－12）、図2－6における移動度と比較した。これらバンド（フラクシ
ョン1，2、3）のRf値は0．25、0．54、0．38を示した。このRf値はLPS投与ラ
ットの血漿で観察された3種類のRf値と一致する。すなわちDEAE　Sephadex　A－50
を用いる事で単離できたフラクション1，2，3のアルブミンが、D3，N1，D2ア
ルブミンにそれぞれ相当すると判断した。
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図2－11　DEAE　Sephadex　A．50による異なる電荷を帯びたアルブミンの単離
　LPS投与ラットの血漿から第二章第二節の方法でアルブミンを精製した。次に異なる電荷
を帯びたアルブミン（N1，　D2，　D3）の単離の為に、この精製後のアルブミンをイオン交換ク
ロマトグラフィーにかけた結果、3つのフラクション（F1，　F2，　F3）が得られた。
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図2－12イオン交換クロマトグラフィーによって単離した異なる電荷を帯びたアルブ
ミンのnative・PAGEプロフィール
　図2－11に示してあるフラクション1，2，3をnative　PAGEにかけた。レーン1，2，3はフ
ラクション1，2，3である。ゲルはSYpRO　Orangeで染色し、蛍光的に捉えた画像を示してい
る。これらアルブミンのRf値は図2－5にそれぞれ相当する。
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考察
　前節までの結果から、2つのアルブミン（D2，　D3）が変性状態であることが示
された。そこでD2・D3アルブミンを構造評価する為、本節では非変性条件下に
おける単離を試みた。
　native　pAGEでnativeアルブミンとD2，　D3アルブミンが異なる移動度を持って
いる（図2－5）ことは、これらアルブミンの荷電がそれぞれ異なることを示唆
している。そこで荷電の違いで分離するイオン交換クロマトグラフィーを用いれ
ば、これら3種類のアルブミンを非変性条件下で単離できると仮説をたてた。
　実際、LPS投与1．5日後における血清アルブミンの試料はイオン交換クロマト
グラフィーにより3つのフラクション（フラクション1、2、3）に分離された（図
2－11）。図2－12におけるこれら3つのアルブミン（フラクション1、2、3）
の相対移動度は、図2－5におけるnative　PAGEのバンドD3，　N1，　D2の移動度に
相当する。このことからフラクション1，2，3はD3，N1，D2アルブミンであると判
断した。イオン交換クロマトグラフィーの溶出順位とnative　PAGEの移動度の順
番の不一致は、イオン交換クロマトグラフィーとnative　PAGEで用いたpHが異な
ること、native　PAGEが表面荷電だけでなく、分子の大きさと形にも強く依存する
ことに因ると考えられる。
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第五節　立体構造の解析
試薬と実験方法
試薬
　CD測定用d一カンファスルホン酸アンモニウム、　N－acetyl－L－tryptophanamide
（NArA）、　TPCK　treated　trypsin（T・1426）、　trypsin　inhibitor（T－9128，　soybean）はSigma
社、電気泳動・分子生物学グレードの尿素はBoehringer　Ingelheim社、アクリルア
ミド、ANS（1－anilinonaphthalene－8－sulfonic　acid；010－08742）は和光純薬工業より
購入した。その他の試薬は全て特級グレードを使用した。
CD測定
　CDスペクトルの測定は日本分光社製J－805型円二色性光度計で行った。　CDの
測定は付属プロトコール及びKhanら（72）の方法を参考とした。測定は全て25±
0．1℃で行った。まずd．カンファスルホン酸アンモニウムでキャリブレーションを
行った。すなわち1cmセルに超純水に溶解したd一カンファスルホン酸アンモニ
ウム（60mg／ml）を入れ、291nmの波長で190．4mdegになるように機器を設定し
た。
　次にFar－UV領域（200．250nm）の測定では、予め50mMリン酸ナトリウム緩衝
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液（pH　7．0）に透析しておいたアルブミン1．8μMを1mmセルで測定した。一方
near－UV領域（250．300nm）の測定では、上記と同様に透析しておいたアルブミン
18μMを1cmセルで測定した。
　これらの結果から平均残基楕円率（MRE）を下に示した式より算出した。
　　　MRE＝⑤obs　／　10　×　c　×　NA　×　1
　　　　　　　（D　obs：観察された楕円率［mdeg］
　　　　　　　c：タンパク質濃度　【mol・1－i］
　　　　　　　NA：アミノ酸残基数（ラット血清アルブミンは584）
　　　　　　　1：セルの長さ　【cm］
タンパク質のヘリックス含量はChenの公式を用いて算出した。
　　　ヘリックス含量　【％］＝　（MRE222－2340）／　30300
Trp及びANS蛍光スペクトル測定
　Muzammi1ら（101）の方法を参考に行った。アルブミンは50mMリン酸ナトリウ
ムbuffer（pH　7．0）に透析後、最終濃度1．8μMになるように調製した。　ANSの蛍
光を測定するときはANSの最終濃度が125μMになるように加えた。これらの試
験管を室温で30分インキュベートした。Trpの蛍光はEx280nm　Em340nm（スペ
クトルはEm300～400nm）、ANSの蛍光はEx380nm　Em470nm（スペクトルはEm400
～600nm）の条件で測定した。
アクリルアミド消光
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　Muzammi1ら（103）の方法を参考に行った。18μMの各アルブミン（N1・D2・
D3）ストック溶液、18μMNArAストック溶液、5Mのアクリルアミドストック
溶液を50mMリン酸ナトリウムbuffer（pH　7．0）で調製した。これらのストック
溶液を混合し、希望するアクルリルアミド濃度の1．8μMアルブミンあるいは1．8
μMNArA溶液を調製した。各サンプルのTrp蛍光を測定するために295nmで励
起した。またOMアクリルアミド溶液の各サンプルを300－400nmにおける蛍光ス
ペクトルを記録した。そのスペクトルから極大蛍光波長（λMAX）を求め、その
極大蛍光波長における蛍光変化を3回測定した。またこれらの値をStern－Volmer
の関係式（34）
　　　Fo／F　＝　1　＋　Ksv［Q］
　　　　　　　Fo：アクリルアミド非存在下における蛍光強度
　　　　　　　F：アクリルアミド存在下における蛍光強度
　　　　　　　Ksv：Stren－Vblmer定数
　　　　　　　［Q］：アクリルアミドの濃度
で表した。
尿素誘導変性
　尿素誘導変性はTayyabら（157）の方法に従った。18μMの各アルブミンストッ
ク溶液、10Mの尿素溶液を50mMリン酸ナトリウムbuffer（pH7．0）で調製した。
これらのストック溶液を混合し、希望する尿素濃度の1．8μMアルブミン溶液を
調製した。これらの試料を励起波長280nm蛍光波長340nmで3回測定した。
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プロテアーゼ感受性分析
　トリプシン消化はSchneebergerら（134）、　Lottspeichら（83）の方法を一部変更して
行った。まず各アルブミン（N1，　D2，D3）を50mMリン酸ナトリウム（pH　7．8）
に透析した。これらのアルブミン（1mg／m1）をTpCK　treated　trypsin（0．01mg／ml）
で37℃で消化した。0，5，15，30，60，100分後に酵素反応を止める為、trypsin　inhibitor
（3．4mg／ml）を加え、更に変性剤（3％SDS、1．2％2．メルカプトエタノール）を
加え、10分間煮沸処理した。各試料10μgをゲル濃度12％のSDS．pAGEにかけ
た。泳動後のゲルはSYPRO　Orangeで染色し、オリジナルバンドを蛍光的にボリ
ューム解析した。
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結果
　図2－13（a）はpH　7．0における3種類のアルブミンのfar－UV領域におけるCD
スペクトルを示している。222nmにおけるMRE値はN1アルブミンが一26．15、　D2
アルブミンが一12．88、D3アルブミンが一1．26、　M．Albが一13．11であった。　Chenによ
る二次構造予測を使うとαヘリックス含量は74．38％、32．71％、，3．77％、32．44％
とそれぞれ求まった。αヘリックスはN1アルブミンに比べてD2アルブミンと
M－Albは半分であり、　D3アルブミンは全く認められなかった。　N1アルブミンの
スペクトルはαヘリックス構造に特徴的な2っの極小値208、222㎜を持ってい
ることが観察された。
　N1，　D2，　D3の各種アルブミンの三次構造における違いは、　near－UV領域におけ
るCD測定で調べた。図2－13（b）は250－300nmの波長において記録した各アル
ブミンのnear－UV領域CDスペクトルを示している。N1アルブミンのスペクトル
から芳香族発色団やジスルフィド結合に特徴的な277、285nm付近の2つの極大
値、及び262、268nmの2つの極大値が観察された。　D2、　D3アルブミン、　M－Alb
はN1に比べて正に増加していた。
　D2，　D3アルブミンの構造情報を更に得る為、これらタンパク質のTrpとANS
蛍光及びアクリルアミド消光を測定した。表2－1はN1、　D2、　D3アルブミンの
蛍光パラメーターのまとめである。Trp蛍光強度はN1アルブミンと比較してD2
アルブミンは1．6倍、D3アルブミンは6．4倍に増加した。　ANS蛍光強度はN1ア
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ルブミンと比較してD2アルブミンは1．6倍、D3アルブミンは0．3倍に増加した。
消光スポットの最小二乗法の傾きにあたるKsvはTrpの異性体NArAが19．0で
あった。D2アルブミンはN1アルブミンと近似していたが、　D3アルブミンはN1
アルブミンよりも約1．4倍であった。尚NATA、　N1、　D2、　D3アルブミン全てにお
いて、Trp蛍光強度とアクリルアミド濃度の相関係数が0．95以上であった。
　図2－14は3種類（N1、　D2、　D3）アルブミンのTrp蛍光における尿素処理
の影響を示している。N1とD2アルブミンのunfoldingカーブは4Mの尿素付近
で急激に減少し、9Mまで少し上昇している。しかしながらD3アルブミンは尿
素処理で影響はなかった。
　　N1，　D2，　D3アルブミンのプロテアーゼ感受性はトリプシンによる消化で評価
した。図2－15よりN1アルブミンがほとんど、もしくは全く消化されていな
い様子が観察できた。それに対しD2、　D3アルブミンは明らかに感受性の高いこ
とが観察された（消化反応100分後に50％、20％以上を消化）。またN1，D2アル
ブミンが67kDaである（図2－15（a、　b））のに対し、　D3アルブミンは75kDa
であった（図2－15（c））。
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図2－13　3種類
　　　　　　トル
（N1、1）2、　D3）のアルブミンとM・Albのfar及びnear・UV　CI）スペク
　N1（破線）、　D2（直線）、　D3（点・点・破線）M－Alb（破線・点・破線）は50mMリン酸
ナトリウムpH　7．0中で25℃で測定した。（a）はfar，UV領域、（b）はnear．UV領域のCD
スペクトルを示している。
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アルブミン　＿＿＿＿＿＿＿ユ戯＿＿＿＿＿＿
　　Vt　　　uz　b
Ksv　C
立　　a
N1
D2
18．6　（一）
29。5　　　（L6）
3364
33呂．0
23．4　（一）
：375　　　（1．6）
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4，6
表2－1　3種類（N1、1）2、1）3）アルブミンの蛍光パラメーター
（a）励起波長280nm蛍光波長340nm
（b）励起波長380nm蛍光波長470nm
（c）Stern－Vblmerの式により算出した
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図2－14　3種類（N1、　D2、　D3）アルブミンのIbp蛍光における尿素誘導変性の影響
　N1（●）D2（▲）D3（■）は50mMリン酸ナトリウムbuffer（pH　7．0）に1．8μMになる
ように調製した。蛍光強度（励起波長280nm蛍光波長340nm）は25℃で測定した。尿素OM
の時の蛍光強度を100％としている。3回スキャンした平均値をプロットした。
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図2－15　3種類（N1、　D2、　D3）アルブミンのプロテアーゼ感受性
　N1（パネルa、●）、　D2（パネルb、▲）、　D3（パネルC、■）アルブミンをTPCK．トリ
プシンで0，5，15，30，60，100分消化した。消化後の試料はSDS．pAGEにかけSYpRO　Orange
で染色した。オリジナルバンドの蛍光強度はFluorlmager595で定量し、反応0分を100％と
した（n＝4）。パネルa～cのレーンナンバーはインキュベーション時間0，5，15，30，60，100
分を示している。
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考察
　far．UV領域CDスペクトルから算出されたN1アルブミンのαヘリックス含量
は74％であった・この値はnative　HSA（67％（22））、　native　BSA（68％（122））の値
によく似ている。3次構造も豊富でこれは過去の報告にある他動物種のnative
HSA（102）及びBSA（156）のnear－UV領域CDスペクトルとよく一致する。これらの
事実はN1アルブミンがnativeアルブミンである信頼性を高めていると考えられ
る。
　far．UV及びnear－UV領域のCDスペクトルはD2アルブミンがnative状態と
unfolding状態の間に位置していた。それからD2アルブミンはnativeとunfolding
の構造中間体であることが示された。M－AlbはD2アルブミンと222nmにおける
MRE値が似ているがnear．UV領域では異なった。このことからM．AlbはD2アル
ブミンと同様の二次構造を持ちながら、三次構造は異なることが示唆された。酸
（37，101）、尿素（37，156）変性や化学修飾（73）でアルブミンのCDスペクトルが0以
上になる報告はない。しかしながら、D3アルブミンは250～275nmの波長におい
て0ラインを越えた。これはジアゼパム（向精神薬）結合アルブミンのCDスペ
クトル（33）に似ている。このことからD3アルブミンはリガンド結合状態であるこ
とが示唆された。
　280nmにより励起されたラット血清アルブミンの蛍光は、アミノ酸配列214番
目のTrp残基の三次元環境に影響される（67）。　N1アルブミンと比較して、　D3ア
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ルブミンから大きな蛍光と、D2アルブミンから比較的小さな蛍光増加が示された
（表2－1）。これらの事実はN1アルブミンとD2及びD3アルブミンがTrp残
基の三次元環境が異なることを示唆する。この結果は酸変性でHSAの蛍光強度が
増加（103）したことと一致する。しかしTayyabらは尿素変性でBSAの蛍光が低下
する（157）ことを報告している。この蛍光変化パターンの違いは、血清アルブミン
由来の動物種の違いに因るものであると考えられる。更に蛍光強度の変化に加え、
変性タンパク質である特長の1つであるTrpの最大蛍光（54，103，155）が336から
340nmにシフトした。
　ANSはタンパク質の疎水性領域に結合するほど、380nmにおける励起により蛍
光を放つ蛍光プローブである。このプローブの結合特性としては、1）タンパク
質の種類に依存するがnativeタンパク質にわずかに結合する、2）unfoldingした
タンパク質には結合しない、3）タンパク質unfoldingにける中間体である‘molten
globule状態’に結合する、ことが挙げられる。表2－1は3種類のアルブミンが
ANS結合特性で異なったことを示した。酸変性タンパク質の場合、　Trp及びANS
蛍光が増加することが多くの研究で明らかになっている（37，38，41，42，54，79，103，
104，149）。これらのTrp及びANSの結果はN1，　D2，　D3アルブミンがそれぞれ
native状態、　molten　globule様状態、　unfolding状態であることを示唆している。
　アクリルアミド消光率を表すKsvは、　D3アルブミンはN1及びD2アルブミン
に比べ高かった。この結果はD3アルブミンのTrp－214がN1及びD2アルブミン
よりもアクリルアミドが反応しやすいことを示唆している。D3及びNADへのKsv
がN1及びD2アルブミンよりも有意に高いことは、　N1及びD2アルブミンの
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Trp．．214がアクリルアミドと不完全反応であることを示している。
　表2－1のこの3実験をまとめると、N1、　D2、　D3アルブミンは立体構造が異
なることが示唆された。またこれらの結果はCDの結果と一致した。
　unfoldingのタンパク質と異なりnativeのタンパク質は、尿素処理で構造変化が
起こるためにTrp蛍光が変化することが予測される。3種類のアルブミンの構造
特性を更に評価するために、尿素で変性を誘導した。図2－14において、N1、
D2アルブミンが似ているものの、　Trp蛍光減少が異なることが示された。　D3ア
ルブミンは尿素処理で影響は無かった。これらの結果はD2アルブミンがN1アル
ブミンと比較して部分的に高次構造が残っている一方、D3アルブミンは尿素処理
で破壊できる高次構造を既に失っていることが示唆される。N1アルブミンの変性
曲線はnative　HSA（155）やnative　BSA（157）の変性曲線と一致する。
　プロテアーゼ感受性分析は、高次構造を失っている変性タンパク質がnativeの
状態で隠れていた切断箇所が露出しているためにプロテアーゼで分解されやすい
傾向があることをベースとしている。図2－15はN1アルブミンが酵素反応100
分後でも消化に抵抗性があるのに対し、D2及びD3アルブミンはたやすく消化さ
れている。これらのことはN1アルブミンがnativeの構造を保持しており、　D2及
びD3アルブミンがそのnativeの構造を失っていることを示唆している。これら
の結果は前節までのCD及び蛍光分析のデータと一致している。　D2とD3アルブ
ミンの構造的な違いはSDS－PAGE上のタンパク質分解率とトリプシンによる消化
断片から観察できる。D3アルブミンには34kDa付近に2つのバンドがあるが、
D2アルブミンにはそのようなバンドは観察されない。更にD3アルブミンのモノ
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マーバンドが75kDaにあり、N1やD2アルブミンの67kDaから8kDa増加してい
る。もしD3アルブミンに何かリガンド（上述のジアゼパム）のようなものが結
合していると仮定すれば、このリガンドが構造を変化させて、D2アルブミンの構
造とは違ったものにさせているのかも知れない。しかしながら内毒素中毒で、ア
ルブミンがどのような分子と相互作用するのか予想する事は難しい。
　要約すると、細菌内毒素投与ラットに新しく出現したアルブミン（D2、　D3ア
ルブミン）を特性評価するため、CD及び蛍光分析、そしてプロテアーゼ感受性
測定を行った。これらのデータを総合的に評価して、N1、　D2、　D3アルブミンは
以下の状態にあると推察した。
　　　N1アルブミンはnative状態
　　　D2アルブミンはモルテングロビュール様構造を持った中間状態
　　　D3アルブミンはリガンドが結合したunfolding状態
　LPS投与による内毒素中毒状態における、これらアルブミンの生成メカニズム
については2つの仮説が考えられる。1つはフリーラジカルによるアルブミンの
酸化が考えられる。フリーラジカルはアルブミンを変性させることもin　vitroで報
告されている（26）。もう1つのメカニズムはリガンド結合による構造変化である。
アルブミンはビリルビン（72，156）、脂肪酸（96，121）、無機化合物（90）など、様々な
分子を運搬する機能がある。これら分子は多かれ少なかれアルブミン分子の立体
構造に影響を与える。この仮説の検証については次章で行う。
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本章までの研究はLPS投与ラットの血中に、2種類の変性アルブミンが存在す
ることを初めて証明した。この事実が生体内アルブミンの分解や急性炎症におけ
る濃度減少に関するメカニズム理解につながるものと考えられる。
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第三章
変性アルブミンの酸化ストレスによる生成と
肝内皮細胞における分解
第一節　はじめに
　放射性同位体で標識したアルブミンのin　vivoにおける研究から、nativeアルブ
ミンの血液中の半減期はラットで2～2．5日であることが明らかとなっている
（116）。しかし生体内で修飾をうけたアルブミンはnativeアルブミンより血液中の
半減期が短くなることが報告されている（94）。このような立体構造の変化による
分解速度の変化は、修飾を受けた分子を特異的に認識する受容体を介することに
よるためと考えられるが、その過程は分子レベルで明らかになっていない。表3
－1は修飾アルブミンの結合受容体をリストにしたものである。
　修飾アルブミンを認識する細胞表面の受容体は、細胞内におけるリソソーム分
解へと誘導する。このリソソームへの輸送小胞の1つであるカベオラは、脂質・
アセチル化タンパク質・膜受容体など多くの分子を輸送する（14，135）。マレイル
化やホルミル化のような化学修飾アルブミンもカベオラによりリソソームまで運
搬されることが報告されている（136，141）。
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名前 説明
gp18／30
LOX－1
SREC
FEEL－1，－2
SR－A
RAGE
OST・・48
80K－H
18・30kDaの糖タンパク質（glycoprotein）。化学修飾アルブミンの
スカベンジャー受容体（48，137，142）。
レクチン様酸化低密度リポタンパク質受容体1（alectin－like
oxidized　low・・density　lipoprotein　receptor－1）（66）
内皮細胞に発現する修飾低密度リポタンパク質の受容体（a
scavenger　receptor　expressed　by　endothelial　cells　for　modified　LDL
（1））
別名，stabilin．1，－2。後期糖化反応生成物のエンドサイトーシス受
容体（56，154）
修飾LDLのスカベンジャー受容体クラスA　（a　scavenger　receptor
class　A　for　modified　LDL）（74，75，91，127，152）
後期糖化反応生成物の受容体（areceptor　for　AGE）（105）
48kDaの多糖転化酵素複合体　（a　48－kDa　member　of　the
oligosaccharyltransferase　complex）
プロテインキナーゼCにおける80．87kDaの基質タンパク質　（an
80－87－kDa　protein　substrate　for　protein　kinase　C）（82）
表3　一一1　これまで報告された内皮細胞における修飾アルブミンの結合受容体
他に名づけられていない15・35・85kDaのタンパク質がある（113，114，118，133）。
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　以上の発見は生体の変性アルブミンの分解メカニズムに関係した重要な証拠で
はあるが、それらの結果は全て化学修飾、すなわち人工的に作られたアルブミン
を用いた実験に基づいている。そのため化学修飾アルブミンと同様に変性アルブ
ミンの分解経路が同じかどうかは不明な点が残っている。本章では最初に
●内毒素中毒によって認められた変性アルブミン（D2・D3）が他の生体内酸
　化ストレスにより普遍的に生成されるかどうか
を明らかにしようと試みた（第二節）。次にこの生理的変性アルブミンと初代肝内
皮細胞を用いて、以下のことを明らかにしようと試みた。
●化学修飾アルブミンを用いて研究されてきたgp18／30は生理的変性アルブミ
　ンと結合するかどうか（第三節）
●内皮細胞の生理的変性アルブミンの分解とgp18／30を介したエンドサイトー
　シスの関係（第四節）
●生理的変性アルブミンはgp18／30と結合後、カベオラ小胞を介してリソソーム
　へ到達するかどうか（第五節）
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第二節　酸化ストレスによる変性アルブミンの
　　　　　　　生成
試薬と実験方法
試薬
　Nω一nitro－L－arginine　methyl　ester（L－NAME）、　streptozotocin（STZ）はSigma社よ
り購入した。テレピン油は関東化学工業より購入した。その他の試薬は本論文で
関連する各章において述べられている。
動物
　Wistar系雄ラット　（6週齢と6か月齢）を日本医科学動物資材研究所から購1入
した。ラットは前章と同様の方法で飼育した。
　虚血性心疾患はNO合成阻害剤であるL－NAMEを飲料水（1mg／ml）として若
いラット（6週令）に与えることで誘導した（70）。この濃度では、L－NAMEの摂
取量は一日あたり25－40mgとなった。糖尿病は50　mMクエン酸ナトリウム（pH
4．5）に溶解させた339／1STZ（65　mg／kg体重（115））を腹腔内投与して誘導した。
急性炎症はテレピン油（5ml／kg体重（143））を背部皮下に投与することで誘導した。
内毒素中毒は前章と同様の方法で誘導した。
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　これら虚血性心疾患・糖尿病・急性炎症・内毒素中毒のラットは実験期間内で
最も重篤と思われる時期（内毒素中毒は1．5日後、急性炎症は2日後、糖尿病は
7日後・虚血性心疾患は10日後）に麻酔下で採血した。
チオバルビツール酸（TBA）活性
　血液中のチオバルビツール酸反応物質（TBARS）測定はYagiの蛍光測定法に
従った（16g）。すなわち血液（50μ1）を0．9％塩化ナトリウム水溶液（1ml）と混
ぜた。600xg10　min遠心後，上清0．5　mlを4mlのN／12硫酸と0．5　mlの10％
phosphotungstic　acidと混合した。この混合物を1，750　x　gで10分遠心した。沈殿
に2m1のN／12硫酸と0．3　mlの10％phosphotungstic　acidを加えた。混合物は1，750
xgで10　min遠心した。沈殿を超純水に溶解し、1mlのTBA試薬（0．67％TBA
水溶液と氷酢酸を等量（v／v）で混ぜ、酸化防止剤BHTを添加）を加えた。混合
溶液を1時間煮沸して、室温になるまで冷却した。反応溶液に5m1のn一ブタノー
ルを加え、激しく混合した。1，750xgで15　min遠心後、　n一ブタノール層の蛍光強
度を1cm幅のセルと蛍光分光光度計を用いて25°Cで測定した。励起波長は515
nm、蛍光波長は553　nmに設定した。尚、本法は標準物質1，1，3，3－tetraethoxypropane
で補正を行った。
native，化学修飾，生理的変性　（1）2・D3）アルブミンの調製
　血清アルブミンの単離は前章に記した方法と同様に行った。精製アルブミンの
α一ヘリックス量は、native状態の目安となる67％以上（22）であることを確かめた。
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精製率はSDS－PAGEにより測定後、95％以上のフラクションを分析に使用した。
　化学修飾アルブミンであるホルミル化アルブミン（F－Alb）は堀内ら（62）の方法
に従って行った・すなわち精製したnativeアルブミン（4　mg／mlの8ml）を37％
ホルムアルデヒド溶液と最終濃度が20％（v／v）になるように混合して、1時間37°C
でインキュベートした。インキュベート後はPBSで透析して、実験に使用した。
もう1つの化学修飾アルブミンであるマレイル化アルブミン（M－Alb）の作製法
は前章に示した方法と同様に行った。
　尚、F－AlbとM－Albのフリー（未反応）のアミノ酸残基はTNBS法（40）により
算出した。アルブミン分子のアミノ酸残基におけるホルミル化とマレイル化の効
率はそれぞれ37．7と95．5％であった。F．AlbとM．Albのα．ヘリックス量は32．4
と31．4％であった。
　D2アルブミンとD3アルブミンの単離は前章と同様の方法で行った。すなわち
Blue　Sepharose　CL－6B°Sephacryl　S－300・DEAE　Sephadex　A－50のカラムで5種類の
酸化ストレスモデル（虚血性心疾患・糖尿病・急性炎症・内毒素中毒・加齢）の
ラットからD2・D3アルブミンを単離した。単離したこれらアルブミンの立体構
造はCDとプロテアーゼ感受性分析で確かめた。
リソソーム酵素群によるプロテアーゼ感受性
　本章では生理的変性アルブミンが肝内皮細胞のリソソームで消化されるという
仮説に基づき、プロテアーゼ感受性の分析に用いる酵素は、前章で使用したトリ
プシンではなくリソソーム酵素群を採用した。
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1）リソソームの単離
　ラット肝臓からのリソソーム画分の単離はOhshitaら（111）の方法に従って行っ
た。すなわち生理食塩水で肝臓を灌流後、0．25Mスクロースを肝臓の湿重量（5
g）の5倍量加えた。テフロンホモジナイザーを800rpmに設定し、灌流した肝
臓を7ストロークでホモジナイズした。540×9で5分間遠心し、上清に100mM
塩化カルシウムを1％となるように加えた。37℃5分間インキュベートし、12，000
×gで20分高速遠心した。沈殿に0．25Mスクロースを27．8　ml加え、穏やかに
ピペッティングした。90％Percollを含む0．25　Mスクロース22．2m1にPercoll終濃
度が40％になるように懸濁液を加えた。47，500×gで30分間遠心後、沈殿の1
mlを回収した。更に120，000×gで1時間遠心後、中心付近にある白色層（リソ
ソームは1．084g／mlの位置）をパスツールピペットで1ml回収した。回収液に
0．25Mスクロースを5倍量加え、12，000×gで1時間遠心した。沈殿に0．5M酢酸
ナトリウム緩衝液（pH　5．0）を2．5　m1加え、ポリトロンホモジナイザー（pT1200，
KINEMATICA社製）でリソソーム膜を破壊した試料を、リソソーム酵素消化群と
して使用した。Percollによる密度勾配の作成は密度勾配マーカービーズにより確
認した。
2）プロテアーゼ感受性
　立体構造が変化したアルブミンのプロテアーゼ感受性はOhshitaら（110）の方法
に従って評価した。すなわち、超純水に透析した34μ1の各アルブミン（0．4mg／ml）
を34μ1のリソソーム酵素群（1．O　mg／ml）で2時間37°C，　pH　5．0で消化した。この
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消化反応は・32μ1の酵素変性buffer（3％SDS，1．2％2－mercaptoethanol，2Murea，3
mM　EDTA，0．17　M　Tris－HCI，　pH　7．8）を混ぜ、更に10分間煮沸することで止めた。
その試料をSDS－PAGE後Westem　blot分析にかけた。抗nativeアルブミン抗体（1
次抗体）とFITC標識抗IgG　（2次抗体）によって検出したオリジナルバンドの
蛍光強度はFluorlmager　595を用いて測定した。
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結果
　本章では内毒素中毒で発見した変性アルブミンが他の酸化ストレスモデルにお
いても、普遍的に増加するかどうかを確かめる事を最初に試みた。この目的のた
めに虚血性心疾患・糖尿病・急性炎症・内毒素中毒・加齢の5種類を用意した。
STZ投与1週間の血糖値は468±29　mg／dlであることから、糖尿病であると判断
した。
　表3－2は、5種類の酸化ストレスモデルの血漿TBARSレベルが、若いコン
トロールラットに比べて有意に高い（2．5－4．0倍）ことを示している。そして重篤
な低アルブミン症が虚血性心疾患・急性炎症・内毒素中毒で観察された。
　血漿TBARSと総アルブミン濃度には負の相関（r＝．0．94）が観察された（図3
－2A）。そこで特異的変性アルブミン抗体を用いて、変性アルブミンの出現を調
べた。native－PAGEゲルから転写した膜には2つの免疫反応アルブミンが検出さ
れ（図3－1A）、その移動度（Rf値）はD2（0．39）やD3（0．26）アルブミンと
同じであった。D2様・D3様アルブミンのαヘリックス量は32－33％・－4－0％であ
り、5種類のモデル問で有意差はなかった。ラット肝臓から単離したリソソーム
酵素を使って、単離したアルブミンのプロテアーゼ感受性分析も行った。
SDS．PAGEから転写した膜におけるオリジナルバンドは、2時間のインキュベー
トでD2様アルブミンが54－61％、D3様アルブミンが31．36％分解されずに残った。
尚、プロテアーゼ感受性においてもモデル間で有意差は観察されなかった。これ
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らのCD・プロテアーゼ感受性分析から、本研究でとりあげた酸化ストレスモデ
ルには、普遍的にD2・D3アルブミンが存在していることを確かめた。
　D2・D3アルブミンの血中濃度は5種類の酸化ストレスモデルで有意に増加し
た　（図3－1B＆C）。　D2とD3アルブミンの血中濃度比はモデル間で差はあるも
のの、およそD3アルブミンはD2の10倍である。
　図3－2B＆Cは血漿TBARSとD2・D3アルブミン濃度の相関性を示してい
る。D2アルブミンとTBARSの問には弱い正の相関（r＝0．52）、　D3アルブミンと
の間には強い正の相関（r＝0．87）が観察された。
　以上をまとめると、本研究で試験した酸化ストレスモデルにおいて、2種類の
変性アルブミン（D2・D3）の血中濃度が普遍的に増加した。
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モデル TBARS　（nmol　m1）　総アルブミン（m　ml）　体重　（）
コントロール　（7週齢）0．42±0．07 50．6±4．3 253．3±2．3
虚血性心疾患 1．67±0．14＊＊ 25，3±4．3＊＊ 235．3±6．4＊
糖尿病 1．12±0．10＊＊＊ 35．6±3．7＊ 222．3±55＊＊
急性炎症 1．61±0．15＊＊＊ 17．6±9．2＊＊＊ 211．1±3．2＊＊＊
内毒素中毒 1．63±0．19＊＊ 27。0±4．0＊ 213．2±6．0＊＊
加齢（6か月齢） 1．03±0．14＊＊＊ 43．2±0．2 526．0±17．2＊＊＊
表3－2 5種類の酸化ストレスにおける血中チオバルビツール酸反応物質（TBARS）、血
中総アルブミン、体重
　虚血性心疾患・糖尿病・急性炎症・内毒素中毒を誘導する為にL－NAME，　STZ，テレピン油，
LPSをそれぞれ投与した。サンプルはそれぞれの異なるストレス状態において、本実験で最
も重篤な時期に採血した。尚、投与後の採血日は、虚血性心疾患は10日目、糖尿病は7日目、
急性炎症は2日目、内毒素中毒は1．5日目である。加齢ラットとしては、何も処理していな
い6か月齢を用いた。血中TBARSは蛍光法（169）、血中総アルブミンは抗ラットアルブミン
抗体とFITC標識抗IgGを用いて定量した。
値は平均値±標準誤差（n＝3）　＊p＜0．05，＊＊p＜0．01，＊＊＊p＜0．001vs．　control．
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（A）b］ot　after　native・tPAGE
　　　　　　　　　1　2　3　4　5　6
?????????? ←D3
←D2
←Native
（B）1）2　albumin　concentration
control
図3－1　5種類の酸化ストレスに
　　　　　おける変性アルブミンの
　　　　血中濃度
IHD
dial｝etes
acute　inflamma重ion
endotoxicosis
aging
　まずコントロールと5種類の酸化
ストレス（虚血性心疾患・糖尿病・急
性炎症・内毒素中毒・加齢）のラット
から採血して、血漿をnative－PAGEで
分離した。泳動後のゲルはPVDF膜に
転写し、特異的M．Alb抗体により変性
アルブミン　（D2・D3）を検出した。
パネル（A）はWestern　blotプロフィ
ールを示している。レーン1はコント
ロール、レーン2は虚血性心疾患、レ
ーン3は糖尿病、レーン4は急性炎
症、レーン5は内毒素中毒、レーン6
o　　O’04　0’08　0°12　0’16は加齢である。各バンドの蛍光強度は
　　　　　　　　D2　Albumin　Concentration（mg／ml）
（C）1）3albumin　concentration
control
lHD
diabetes
謎cute　infiammation
endotoxicosis
aging
FluorImager　595を使って定量した。パ
ネル（B）と（C）はD2・D3アルブミ
ンの濃度をそれぞれ示している。サン
プルはそれぞれの異なるストレス状
態において、最も重篤な時期に採血し
た（表3－2参照）。
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図3－2　TBARSとアルブミンの血中濃度における相関性
　総アルブミン（native＋変性；o）、D2アルブミン（▲）、D3アルブミン（■）をnative－PAGE
後のWestem　blot分析により定量した（表3－2・図3－1参照）。血中TBARS濃度は蛍光
法により定量した（表3－2参照）。パネル（A）一（C）は総・D2・D3アルブミンに関する
相関性をそれぞれ示している。パネル（D）（E）は各酸化ストレスモデルにおける変性アルブミ
ン濃度の分布を把握しやすくする目的で、パネル（B）（C）に酸化ストレス名と標準誤差の情報
をそれぞれ加えたものである。
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考察
　本節では変性アルブミン　（D2・D3）の血中濃度が、多様な酸化ストレスに対
応して増加することを示した。
　本研究では虚血性心疾患・糖尿病・急性炎症・内毒素中毒・加齢という5種類
の酸化ストレスモデルを用意した。最初にこれら5種類のモデルにおけるTBARS
と総アルブミンの血中濃度を測定した。表1に示したように、用意した5種類全
てでTBARS濃度は増加した。この結果は虚血性心疾患（23）、糖尿病（88）、炎症（21）、
加齢（68）に関しての過去の報告と一致する。そして一方では、全アルブミン濃
度は減少した。この結果も虚血性心疾患（30）、糖尿病（55）、急性炎症（143）、内毒
素中毒（10）、加齢（116）に関する過去の報告と一致する。本章では5種類の酸化
ストレスモデルでTBARSと全アルブミンの血中濃度には、負の相関が観察され
た（相関係数r＝－0．94）。この結果は、モデル間で差はあるものの、ラットは酸化
ストレスを受けていることを示唆している。
　次に前章で内毒素中毒ラットから発見した変性アルブミン（D2・D3）の血中濃
度を測定した。D2・D3アルブミンの両方が5種類の酸化ストレスモデルで有意
に増加していた　（図3－1B＆C）。　D2アルブミンの血中濃度はTBARS濃度と
弱い正の相関　（r＝O．52）、D3アルブミンでは強い正の相関（r＝0．87）が示され
た（図3－2）。これらの結果から、以下のような3段階のメカニズムが推測され
る。まずフリーラジカルが血中でアルブミンに攻撃する。そして、この反応によ
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り生じた変性アルブミンは、素早く循環血中から消失する。その結果、血中の総
アルブミン濃度が減少する。
　血清アルブミンは酸化ストレスに対して不安定な分子として知られている。違
う言い方をすれば、血清アルブミンはLDL（31）や結合している脂肪酸（121）を酸
化ストレスから守る働きをしていると捉えられる。Kaskiらは虚血性心疾患で虚
血修飾アルブミン（このアルブミンはコバルトへの結合能力を失っている）の血
中濃度が増加すると報告している（148）。また恵良らは糖尿病（151）や加齢（36）が酸
化型アルブミン（ノンメルカプトアルブミンとも呼ばれ、34番目のアミノ酸であ
るCysがフリーでなくなり酸化状態と変化している）の血中濃度が増加すると報
告している。そしてin　vitroにおける研究からもフリーラジカルによりアルブミン
が変性すると知られている（26）。
　以上をまとめると、D2・D3アルブミン（10）を含めて多くの修飾・構造変化タイ
プのアルブミンが報告されている。本節ではD2・D3アルブミンが酸化ストレス
により生成されることが示された。そこで次節以降において、初代肝内皮細胞を
使って、D3アルブミンの分解特性を評価しようと試みた。
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第三節　9P18／30とD3アルブミンの結合
試薬と実験方法
試薬
　fluoresceinaminとfucoidanはSigma　Chemical社、　Cy3　fiuorescent　dyeと
CNBr．activated　Sepharose　CL4BはAmersham　Biosciences社、　Alexa　Fluor⑪　488は
Molecular　Probes社、　Sodium　dextran　sulfateはMP　Biomedicals社、　concanavalin　Aと
collagenaseは和光純薬工業より購入した。その他の試薬は本論文で関連する各章
において述べられている。
タンパク質の蛍光標識
　FITC・Alexa　488・Cy3をタンパク質の蛍光標識に用いた。標識法はタンパク質
変性作用がある有機溶媒を用いない点以外は、製造元の説明書に従った。尚、CD
分析で算出したαヘリックス量から、FITCやAlexa　488の蛍光標識でnativeアル
ブミンの立体構造にほとんど影響がないことを確認して実験に使用した。本節で
用いるnativeアルブミンは非処理のラットから単離しており、精製法は前章と同
様である。D3アルブミンは内毒素中毒のラットから単離したものを使用した。
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ラット肝臓の膜タンパク質調製
　ラット肝臓からの膜タンパク質は遠心法により単離した（114，158）。すなわちラ
ット肝臓を門脈に挿入したサーフロー留置針（16G）からpBS　100mlで灌流した
後、200mlの150　mM　NaClを含むbuffer　A（0．1　mM・EDTA，0．2％2－mercaptoethanol，
50mM　Tris－HCI，　pH　8．0）でホモジナイズした。105，000　x　gで1時間4°Cで遠心
後、沈殿を200mlのbuffer　B　（50　mM　NaCl，40　mM　n－octyl　beta－D－glucopyranoside
を含むbuffer　A）で再懸濁した。再懸濁溶液は105，000　x　gで1時間4°Cで遠心し
て、上清を膜タンパク質として回収した。
gp18とgp30の単離と抗体作成
　M－AlbアフィニティーカラムはSchnitzer及び児玉らの方法に従って作製した
（75，138）。すなわちSepharose　4Bビーズ（1．59）を4℃で24時間、45　mgのM－Alb
と50mlのカップリングbuffer（0．5　M　NaCl　and　O．1　M　NaHCO3，　pH　8．3）中でイン
キュベートした。カップリング効率はゲル1mlあたりM－Alb　1．5　mgであった。
肝臓の膜タンパク質（2mg）をこのM－Albアフィニティーカラム（1x5cm）に
アプライ後、結合タンパク質をTiruppachiらの方法（4，138，158）に従ったNaClの
ステップワイズ法（50，250，1000mM）で溶出させた。リガンドブロット法（次項
で説明）により検出させた転写膜上の9P18／30の位置より、　SDS－PAGEにおける
gp18／30の位置を確認した後、　gp18とgp30を含むゲル片をそれぞれ切り取った。
その後、ゲル片からElectroeluterを用いて電気的に溶出させた。抗gp18・抗gp30
抗体は前章に記述した「抗体作製法」と同様の方法で作製した。これら抗体は、
第三章　　変性アルブミンの酸化ストレスによる生成と肝内皮細胞における分解
80
肝臓の膜タンパク質を用いたWestern　blot分析により特異性を確認した。
リガンドブロット
　リガンドブロット法は放射性同位体で標識したアルブミンを使ったSchnitzer
らの方法（142）をベースとして、FITC標識F－AlbやM－Albを使った予備実験から
蛍光標識アルブミンを使った方法を確立した。すなわち膜タンパク質（500μg）
をSDS－pAGEにより分離後、50V　30分でpVDF膜に転写した。0．1％tWeen・20（v／v）
を含むpBSで洗浄後、転写膜をFITC標識D3アルブミン（30μg／ml）やFITC標
識nativeアルブミン（0．03か3mg／ml）で1時間インキュベートした。
　他のタンパク質を用いる競合分析に関しては、FITC標識D3アルブミンを非標
識競合物　（10倍モル過剰のタンパク質競合物、もしくは1mg／mlのポリアニオ
ン分子やconcanavalin　A（137））と混合し、転写膜と1時間インキュベートした。
尚、様々な非標識アルブミンを添加する予備実験から、タンパク質添加による
FITC標識D3アルブミンにおけるFITC除去・消光・不溶解効果はわずかなであ
ることを確認の上行った。
肝内皮細胞の単離と培養
1）灌流液の調製
　　　A）前灌流液
NaCl
KCl
??
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NaH　2　PO4’2H20
Na　2　HPO4°12H20
HEPES
EGTA
GIucose
0．078
0．151
2．38
0．19
　0．9
　　　pH7．4に調節後、オートクレープで滅菌した。
B）PBS溶液
NaCl
Na　2　HPO4°12H20
KH　2　PO4
KCl
8．0
2．9
0．2
0．2
　　　pH7．2に調節後、オートクレープで滅菌した。
C）コラゲナーゼ溶液
NaCl
KCl
NaH　2　PO4°2H20
Na2HPO4°12H20
HEPES
　8．0
　0．4
0．078
0．151
2．38
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CaCl2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．56
collagenase　　　　　　　O．5
pH75に調節後、濾過滅菌をした。
2）肝内皮細胞の単離
　肝内皮細胞は遠心法により分離した（170）。すなわちwistar系雄ラットにネンブ
タールを5mg／100g体重の割合で腹腔内注射し麻酔した。腹部を剃毛し、体全体
を消毒用エタノールにより消毒した後、はさみで皮膚、腹筋の順に切開し門脈を
露呈させた。露呈した門脈に縫合糸を通した後、門脈へ16G留置針を使ってカニ
ュレーションを行い、前灌流液200ml、　PBS　100ml、コラゲナーゼ液50mlをこの
順で流した。
　その後肝臓を切り離し、冷PBS溶液を入れたシャーレへ移して剃刀により切り
刻んだ。広口駒込ピペットを使いピペッティングし、細胞を分散させた。これを
50×gで1分間遠心分離し、上清を再び遠心分離した。これをもう一度繰り返し
た。その後100×gで2分間遠心分離し、上清を遠心分離した。最後に150×gで
3分間遠心分離し肝内皮細胞を沈降させ、上清を取り除いたものに冷PBS約40ml
を穏やかに加え、ピペッティングにより再懸濁し、再び遠心分離した。これを2
回繰り返した。その後トリパンブルーによる色素排除法により細胞数と生存率を
確認した。
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3）分離した肝内皮細胞の培養
　肝内皮細胞の沈殿を培地A（Williams’medium　E　supplemented　with　10％FBS，100
μ9／ml　streptomycin，20　mM　HEPES，100　i．u．／ml　penicillin）で懸濁した。細胞懸濁液
（1．3ml、4×106cell）をコラーゲンコートを施した直径35－mmのディッシュに入
れ、3時間37°Cで5％CO2インキュベーター中でインキュベートした。接着し
なかった細胞を除去する為にディッシュをFBSを含まない培地Aで2回洗浄し、
FBSを含まない培地Aで2時間37°Cインキュベートを続けた。肝細胞における
内皮細胞の精製率はfluoresceinamin標識ovalbumin（3μg／ml培地）の取り込み法
（11，137）により確認した。共焦点レーザー顕微鏡観察で取り込み率（精製率）は
86±4％と算出された。
FITC標識アルブミンの内皮細胞への結合分析
　内皮細胞へのアルブミンの結合はOhgamiら（108）の方法に従って定量した。す
なわち培養した肝内皮細胞を培地Aで再洗浄し、1．3m1のFITC標識D3アルブミ
ンもしくは過剰の非標識リガンドを含んだ培地Aを加えた。2時間4°Cでイン
キュベート後、培養に用いた培地を捨てた。非特異的蛍光は非標識D3アルブミ
ンが20倍モル濃度過剰に存在した時の定量値を用いた。競合分析に関しては、イ
ンキュベート前に、FITC標識D3アルブミンに10倍モル濃度過剰な非標識競合
物もしくは1mg／mlのポリアニオン分子を混ぜて行った（137）。
　これらのディッシュは0．35mlのPBSで2回洗浄して、接着した肝内皮細胞を
1・Omlのhomogenate　buffer（4．77　g／l　HEPES，85．69／l　sucrose，　pH　7．5）で2回かきと
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った。回収サンプル2m1はPOLYTRONを使ってホモジナイズして、8，000　x　gで
10分4°Cで遠心した。上清をマイクロプレートに移してFluorlmager　595で蛍光
強度を測定した。
共焦点レーザー顕微鏡による観察
　共焦点顕微鏡観察はJohnら（64）の方法に従って行った。すなわち0．1　N酢酸に
溶解した0．03％コラーゲンをガラスボトムディッシュ（MatTek　Corp．；Ashland　MA）
に100pa　1加え風乾させコーティング処理をした。ディッシュが異なる点以外、細
胞は「肝内皮細胞の単離と培養」と同様の方法でインキュベートした。そしてCy3
標識抗gp181gG（3μg／m1）とAlexa　488標識D3アルブミン（20μg／m1）を含む培
地Aで2時間4℃でインキュベートした。
　肝内皮細胞の観察は、共焦点レーザー顕微鏡（LSM　510，　Zeiss社製）を用いて
行った。Alexa　488の蛍光を検出する場合は励起波長は488　nm、蛍光フィルター
は505－550nmに設定した。一方Cy3の蛍光を検出する場合は、励起波長を568　nm、
蛍光フィルターを585nmに設定した。ピンホール径は1μm未満に設定した。
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結果
肝臓の膜タンパク質におけるD3アルブミンの結合解析
　肝臓の膜タンパク質に対するD3アルブミンの結合特性を評価するため、幾つ
かの競合物を用いたリガンドブロット分析を行った。FITC標識D3アルブミン（30
μ9／m1）はPVDF膜の18kDaや30kDaのタンパク質に結合することが観察された
（図3－3A、レーン1）。　FITC標識化学修飾アルブミン（M－AlbやF－Alb、それ
ぞれ30pa　g／ml）も似たように18kDaと30kDaタンパク質に結合することが観察
された。FITC標識nativeアルブミンでは同じ濃度（30μg／ml）であっても、肝臓
の膜タンパク質との反応はなく検出されなかった（図3－3A、レーン2）。しか
しながらFITC標識nativeアルブミンの濃度を高く（3　mg／ml）すると、18kDa・
30kDa・60kDaタンパク質との結合が観察された（図3－3A、レーン3）。結合
が認められたタンパク質の分子量、数種類のアルブミンに対する結合特性に基づ
き、これら18kDaと30kDaのタンパク質がSchnitzerらによって報告されたgp18
とgp30であると判断した（137，142）。60kDaのタンパク質は内皮細胞における
nativeアルブミンのトランスサイトーシス用受容体として知られているgp60であ
ると思われた（97，139，159，166）。
　更にgp18／30に対するD3アルブミンの結合特性を図3－3B＆Cに示した。非
標識F－Alb・M－Alb・D3アルブミンの競合物は、　FITC標識D3アルブミンの結合
を20％未満にまで有意に減少させた。抗gp181gG・抗gp301gG・特異的M－Alb　IgG
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は40％未満にまで減少させた。更にポリアニオン分子　（dextran　sulfate，　fucoidan）
やconcanavalin　Aは50％未満にまで減少させた。一方nativeアルブミンや免疫前
抗体は、FITC標識D3アルブミンの結合における競合物とはならなかった。これ
ら結果が、9P18／30両方がD3アルブミンと結合する時、　M－AlbやF－Albと同様に
イオン（静電的）相互作用が部分的に働いていることを示唆した。
細胞におけるD3アルブミンの結合解析
　次に、細胞における結合解析を行った。解析に用いる細胞には初代肝内皮細胞
を用いて、D3アルブミンの結合を評価した。　FITC標識D3アルブミンの結合分
析はリガンド濃度を3μ9／mlまで上昇させて行った。特異的結合は飽和カーブを
描くトータルの結合から非特異的結合を差し引いて算出した（図3－4A）。図3
－4Bは特異的結合データをScatchard　plot形式で表示させたものであり、傾きか
ら親和性Kdが1．9μ9／ml、　X軸との切片から最大結合力Bmaxは102．5　ng／mgと
算出された。
　FITC標識F－Albの肝内皮細胞における結合はD3アルブミンと類似していた。
しかしFITC標識nativeアルブミンはD3アルブミンやF－Albの時とは異なり、結
合が微量であった。
1）3アルブミンの結合におけるgp18／30の特性評価
　D3アルブミンの結合におけるgp18／30の特性を評価するため、肝内皮細胞のデ
ィッシュにFITC標識D3アルブミンと各競合物（抗gp　18抗体、抗gp30抗体、
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9P18／30抗体の等量混合物・特異的M－Alb抗体、もしくはポリアニオン分子）を
加えた。抗9P18抗体もしくは抗9P30抗体は、肝内皮細胞によるD3アルブミン
の結合を約70％もしくは約60％にまで減少させた（図3－5）。9P18／30抗体の等
量混合物は約20％にまで、抗M－Alb抗体は約10％にまで、ポリアニオン分子は
約20－70％にまで、非標識F－Albと非標識D3アルブミンは約20％にまで減少させ
た。nativeアルブミンは結合で有意な減少効果はなかった。
　上記の結果を確認するため、共焦点レーザー顕微鏡による観察を行った。肝内
皮細胞のディッシュにCy3標識抗gp18抗体（不飽和濃度である3μg／ml）とAlexa
488標識D3アルブミンを加え、2時間4°Cでインキュベートした。観察の結果、
細胞表面においてD3－Albとgp18は同じ場所に存在することが示された（図3－
6）。gp30との結合も確かめる為Cy3標識抗gp30抗体を用いた場合でも、　gp　18
の場合と類似しており、gp30とD3アルブミンの局在が重なった画像が観察され
た。
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図3－3　リガンドブロット分析
　　　　　によるD3アルブミン結
　　　　　合の特性評価
　肝臓の膜タンパク質画分を
SDS－PAGEで分離し、　PVDF膜に転
写した。FITC標識D3アルブミンの
結合は、縦軸に表示したタンパク質
（10倍モル過剰）やポリアニオン分
子（1mg／ml）の存在化で行った。
特異的M－Alb抗体とはM．Albに特
異的なエピトープを認識するよう
に精製された抗体である。各バンド
の蛍光強度はFluorImager　595を使
って定量した。パネル（A）は競合
物が無い状態における肝臓の膜タ
ンパク質に対するアルブミン結合
プロフィールを示している。リガン
ドはFITC標識D3アルブミン（lane
1；30μg／m1）、　FITC標識nativeアル
ブミン（レーン2は30μg、レーン
3は3mg／m1）である。パネル（B）
と（C）は縦軸に表示している競合
物によるgp　18とgp30に対する
FITC標識D3アルブミンの阻害をそ
れぞれ示している。
値は平均値±標準誤差　（n＝4）
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図3－4　D3アルブミンの細胞表面への結合解析
　FITC標識D3アルブミンの細胞表面への結合（パネルA）は、4°Cで2時間肝内皮細胞と
インキュベートすることで解析した。非特異的な結合量は非標識D3アルブミン（20倍過剰
量）の存在下で測定した。特異的な結合量は総結合量から非特異的結合量を差し引いて算出
した。パネルBは、パネルAで示した特異的結合量をScatchardプロットで示したものであ
る。値は平均値±標準誤差（n＝3）
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図3－5　初代培養肝内皮細胞に対するD3アルブミン結合の特性評価
　FITC標識D3アルブミンは縦軸に表示した分子（D3アルブミンの10倍モル過剰量）と一
緒に培地に加え・肝内皮細胞を2時間4℃でインキュベートした。抗9P18／30抗体とは抗9P18
抗体と抗9P30抗体の等量混合物である。特異的M－Alb抗体とはM－Albに特異的なエピトー
プを認識するように精製された抗体である。pBS洗浄後、細胞の蛍光強度はFluorImager　595
を使って定量した。データはコントロールにおけるシグナルを100％として表示してある。
値は平均値±標準誤差（n＝3）。　＊＊＊p＜0．001vs．　control．
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Cy3－labeled　　Alexa　488－1abeled
anti　gp　l　81gG　　　D3　albuminoverlay
図3－6　肝内皮細胞の共焦点顕微鏡観察
　肝内皮細胞ディッシュにCy3標識抗gpl8抗体（3　pg／ml，赤色）とAlexa　488標識D3アル
ブミン（緑色）を加え、2時間4QCでインキュベートした。重合写真における黄色の蛍光粒
子はgp　l　8にD3アルブミンが結合していることを示している。　Cy3標識抗gp30抗体とAlexa
488標識D3アルブミンを加えた場合でも同じ局在パターンが細胞表面において観察された。
スケールバーは5pm。
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考察
本節ではD3アルブミンがラット肝臓の膜タンパク質においてgp　18／30に結合す
ることを明らかにした。
D3アルブミンが膜タンパク質9P18／30に結合することについて
　Schnitzerらは修飾アルブミンがgp18／30に結合することを発見した（137，142）。
本節では、gp18／30が生理的変性アルブミンであるD3アルブミンにも等しく認識
するかどうかを確認しようと試みた。
　化学修飾アルブミン（F－Alb，　M－Alb）やgp　18／30に対する抗体を使ったリガンド
ブロット分析により、D3アルブミンのgp18／30への結合特性を調べた。10倍モル
過剰な非標識D3アルブミンがFITC標識D3アルブミンのgp18／30への結合を有
意に減少させた（図3－3B＆C）。　F－AlbやM．AlbをFITC標識D3アルブミンを
競合させると同じ効果が観察された。一方、nativeアルブミンが競合相手では阻
害効果はなかった。これらの結果はD3アルブミン・F－Alb・M－Albが、　native状
態では隠れていたgp18／30への結合領域を、三者とも同じように分子表面へ露出
していることを示す。この露出が3つの構造変化アルブミンの膜タンパク質
gp18／30に対する結合を可能としているのかもしれない。
　特異的M－Alb抗体は抗9P　18抗体や抗9P30抗体と同様に、　D3アルブミンと
gp　18／30の結合を同じ程度にまで阻害した（図3－3）。特異的M－Alb抗体はnative
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状態では隠れていたgp18／30結合部位や他の領域を認識すると推測される。これ
らのような特異性を持つ抗体による阻害結果は、D3アルブミンの結合が特異的で
あることを強く示唆している。
　D3アルブミンとgp18／30の結合を特性評価する目的で、ポリアニオン分子を競
合物として使用した。dextran　sulfateとfucoidanはこの結合を有意に阻害した。こ
の結果から、結合には荷電を持ったアミノ酸に基づくイオン（静電気的）相互作
用が働いていることが示された。ポリアニオンの阻害効果は、化学修飾アルブミ
ンとgp18／30の結合（137）や、他のスカベンジャー受容体と対応するリガンドの結
合（74，75）においても観察されている。
初代培養肝内皮細胞に対するD3アルブミンの結合について
　肝内皮細胞へのD3アルブミンの結合量を測定した（図3－4A）。特異的な結
合量をScatchardプロット（図3－4B）で解析すると、肝内皮細胞とD3アルブ
ミンの結合パラメーターは、親和性Kdが1．9μg／m1（28．6　nM）、最大結合量Bmax
が102．5ng／mgと算出された。　D3アルブミンの肝内皮細胞への結合力は、文献値
と比べると高いと思われる。例えばM－Albと精巣の毛細血管内皮細胞はKdが
48nM（137）、修飾アルブミンであるAGE－BSAとLOX－1過剰発現細胞はKdが149
nM（66）・そしてAGE修飾BSAと受容体CD36はKdが62　nM（107）である。　D3
アルブミンと肝内皮細胞の特異的結合力の高さは、内皮細胞表面にある受容体
gp18／30を介して循環する血液から素早く消失することに貢献しているのかも知
れない。
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　FITC標識D3アルブミンの細胞への結合は、構造が変化したアルブミン　（D3
アルブミン・F－Alb・M－Alb）や抗体（抗9P　18抗体・抗9P30抗体・特異的M－Alb
抗体）により有意に阻害された（図3－5）。これはリガンドブロット分析におい
て得られた結果　（図3－3B＆C）と一致する。抗gp18抗体と抗gp30抗体の等
量混合物はD3アルブミンの結合を約8割阻害した（図3－5＆6）。
　これまでPESヱKFERQ，　YXRF，　NPXY，　C末端ジロイシンモチーフなど（14，28）
多くのシグナル配列が報告されてきた。受容体gp18／30に結合するアルブミン分
子のモチーフ（配列）は、アルブミン分解の観点から非常に興味深い。何故なら
この配列が、循環血液で分解すべき機能を失った変性アルブミンを認識する鍵と
なっている可能性があるからである。しかしながらgp18／30のDNA配列が解読さ
れていないため、この分解配列も解明されていない。
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第四節　9P18／30を介したD3アルブミンのエン
　　　　　　　ドサイトーシス
試薬と実験方法
試薬
　LysoTrackerTM　Red　DND－99はMolecular　Probes社より購入した。その他の試薬
は本論文で関連する各章において述べられている。
肝内皮細胞の単離と培養
　第三章第三節と同様の方法で行った。
FITC標識アルブミンの取り込み・分解の分析
　初代培養肝内皮細胞による取り込みはOhgamiら（108）の方法に従って定量した。
すなわち前節における「FITC標識アルブミンの結合」でインキュベーション温度
を4°Cから37°Cに変更した以外、全て同様の方法で行った。
　FITC標識アルブミンの分解はGekleら（47）のTCA溶解性蛍光測定法に従って定
量した。すなわちFITC標識D3アルブミンを取り込んだ肝内皮細胞のホモジナイ
ズ液に10％TCAを等量加え、10分間氷冷した。8，000　x　gで10分遠心後、上清
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を1M　Na2HPO4　bufferを使ってpHを7．4に調整した。次に調整後の上清200μ1
をマイクロプレートに移し、FluorImager　595で蛍光強度を測定した。
抗体による受容体を介したエンドサイトーシス阻害
　肝内皮細胞の前培養は前節と同様の方法で行った。肝内皮細胞のディッシュに
FITC標識D3アルブミンと各抗体（免疫前抗体・抗gp18抗体抗gp30抗体・gp18／30
抗体の等量混合物・特異的M－Alb抗体）を0・2・4・6・8・10・20・50・IOOpa9／ml
の濃度になるようにそれぞれ加え、2時間37℃でインキュベートした。D3アル
ブミンの細胞内における取り込み量と分解量は、「FITC標識アルブミンの取り込
み・分解の分析」と同様の方法により測定した。
共焦点レーザー顕微鏡による観察
　肝内皮細胞のデイツシュはLysoTracker（50　nM）とAlexa　488標識D3アルブ
ミン（2μ9／ml）を含む培地Aで、非標識抗9P　18抗体と抗9P30抗体（それぞれ50
μg／ml）存在下、2時間37℃でインキュベートした。その後、培地を交換し、共
焦点レーザー顕微鏡により観察を行った。顕微鏡操作は前節と同様に行った。
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結果
肝内皮細胞によるD3アルブミンの取り込み・分解の解析
　前節の結合解析と同様に、肝内皮細胞によるD3アルブミンの取り込み・分解
を評価した。D3アルブミンの特異的取り込みは濃度依存的に増加し、最大551
ng／mgまで取り込まれると算出された（図3－7）。　D3アルブミンの分解曲線は
取り込み曲線と類似していた。2時間のインキュベートにおける分解量は、取り
込み量の約1／4であることが示された。
　FITC標識F．Albの肝内皮細胞における取り込み・分解曲線はD3アルブミンと
類似していた。しかしFITC標識nativeアルブミンはD3アルブミンやF－Albの時
とは異なり、取り込み・分解が微量であった。
肝内皮細胞によるD3アルブミンの取り込み・分解における特性評価
　細胞によるD3アルブミンの取り込み・分解におけるgp18／30の機能を評価する
ために、肝内皮細胞のディッシュにFITC標識D3アルブミンと競合物（抗gp18
抗体、抗9P30抗体、9P18／30抗体の等量混合物、特異的M－Alb抗体、ポリアニオ
ン分子）を加えインキュベートした。このような競合実験の取り込みに関する阻
害結果（図3－8）は、結合に関する阻害結果（図3－5）と類似していた。
共焦点レーザー顕微鏡による観察
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　共焦点レーザー顕微鏡は、上記の結果を確かめる目的で使用した。肝内皮細胞
をLysoTracker（リソソームの局在マーカーで赤い蛍光を放つ）とAlexa　488（緑
の蛍光を放つ）標識D3アルブミンを2時間37°Cでインキュベートした。この
細胞を異なる蛍光と励起波長で観察して、画像を重ね合わせたところ、リソソー
ムにD3アルブミンのほとんどが局在していることが観察された（図3－9A）。
　一方100μg／mlという飽和濃度では、　gp18／30の抗体混合物はD3アルブミンの
取り込み段階ではなく、むしろ結合の時点で阻害した（図3－9B）。
　これらをまとめると肝内皮細胞においてD3アルブミンは主に9P18／30という細
胞表面タンパク質に結合して、細胞内リソソームで分解されることが確かめられ
た。
　D3アルブミンの取り込みと分解に関する抗体の効果を更に分析するため、抗体
濃度を上昇させて再度分析を行った。D3アルブミンの取り込みにおける抗gp18
抗体の阻害効果は、抗体濃度が約20μg／mlのところで平衡に達し、コントロール
の約3割阻害した（図3－10A）。抗gp30抗体はわずかであるものの、より強
い阻害効果が観察された。9P18／30の抗体混合物は抗体濃度が約20～100μ9／mlの
範囲で、約8割にまで更に阻害した。特異的M－Alb抗体は、抗体濃度が約20～
100μg／mlのところで約9割阻害した。このような抗体による阻害はD3アルブミ
ンの分解においても類似した効果であった（図3－10B）。これら結果は図3－
3・図3－5・図3－8に示すデータをサポートしており、肝内皮細胞における
D3アルブミン分解においてgp18／30が主要な受容体であることを示唆する。
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図3－7　D3アルブミンの細胞内取り込み・細胞内分解の解析
　FITC標識D3アルブミンの細胞への取り込み（パネルA）は、肝内皮細胞と37°Cで2時
間インキュベートすることで解析した。非特異的な取り込み量は非標識D3アルブミン（20
倍過剰量）の存在下で測定した。特異的な取り込み量は総取り込み量から非特異的取り込み
量を差し引いて算出した。D3アルブミンの細胞内分解（パネルB）は細胞ホモジナイズ液に
おける酸溶解性の蛍光強度を測定した。肝内皮細胞のインキュベートは細胞内取り込みと同
様の方法で行った。値は平均値±標準誤差（n＝3）
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図3－8　初代肝内皮細胞に対するD3アルブミン取り込みの特性評価
　FITC標識D3アルブミンは縦軸に表示した分子（D3アルブミンの10倍モル過剰量）と一
緒に培地に加え、肝内皮細胞を2時間37℃でインキュベートした。抗9P18／30抗体とは抗9P18
抗体と抗9P30抗体の等量混合物である。特異的M－Alb抗体とはM－Albに特異的なエピトー
プを認識するように精製された抗体である。PBS洗浄後、細胞を回収しホモジナイズした。
その破砕液の蛍光強度はFluorImager　595を使って定量した。データはコントロールにおける
シグナルを100％として表示してある。
値は平均値±標準誤差（n＝3）。　＊＊＊p＜0．001vs．　contlol．
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A
B
十anti　gp　181gG
＋anti　gp301gG
　　　　　　　　Alexa　488－1abeled
LysoTracker　　　D3　albuminoverlay
図3－9　肝内皮細胞の共焦点顕微鏡観察
　肝内皮細胞をAlexa　488標識D3アルブミン（緑色）とパネル記号の下に表示している物質
を一緒に、2時間37°Cでインキュベートした。パネル（A）はLysoTracker（リソソームを
染色する赤色蛍光マーカー）とD3アルブミン（緑色）の細胞内局在を示している。2色を
重ね合わせた画像（黄色）が肝内皮細胞のリソソームにD3アルブミンが存在していること
を示している。パネル（B）は肝内皮細胞へのD3アルブミンの内在化における抗gpl8抗体
と抗gp30抗体の阻害効果を示している。　gpl8／30の抗体混合物を添加する点以外は、パネル
Aと同様の方法でインキュベートした。これら抗体の等量混合物（100pgfml）はD3アルブ
ミンの内在化を完全に阻害した。スケールバーは5μmを示している。
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図3－10　D3アルブミンの細胞内取
　　　　　　り込み及び分解に及ぼす
　　　　　各種抗体の濃度依存性阻
　　　　　害
　FITC標識D3アルブミンと一緒に、
免疫前抗体（●）・抗gp　18抗体（▲）抗
9P30抗体（△）・9P18／30抗体の等量混合
物（■）・特異的M－Alb抗体（ロ，　M－Alb
に特異的なエピトープを認識するよう
に精製された抗体）のどれかを、横軸
に表示した濃度で培地に加え、肝内皮
細胞を2時間37℃でインキュベートし
た。D3アルブミンの細胞内における総
取り込み量は、細胞内の蛍光強度を測
定することで求めた。細胞内の総分解
量は、細胞内における酸溶解性の蛍光
強度を測定することで求めた。データ
はコントロールにおけるシグナルを
100％として表示してある。パネル（A）
はD3アルブミンの細胞内への内在化、
パネル（B）は細胞内分解）を示してい
る。値は平均値±標準誤差（n＝3）
Antibody　Concentration（μglm且）
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考察
本節ではgp18／30を介したエンドサイトーシスが、肝内皮細胞におけるD3アル
ブミン分解の最大経路であることを明らかにした
肝内皮細胞によるD3アルブミンの取り込み・分解
　FITC標識D3アルブミンの細胞内への取り込みは、構造が変化したアルブミン
（D3アルブミン・F－Alb・M－Alb）や抗体（抗gp18抗体・抗gp30抗体・特異的
M－Alb抗体）により有意に阻害された（図3－8）。これはリガンドブロット分析
において得られた結果　（図3－3B＆C）と一致した。共焦点レーザー顕微鏡に
よる観察結果も一致した。これらの結果は、D3アルブミンがgp18／30を介して
細胞内に取り込まれ、リソソームで分解されることを強く示している。
　抗gp18抗体と抗gp30抗体の等量混合物はD3アルブミンの結合と取り込みを
約8割阻害した。これは本章で注目すべき結果であり、D3アルブミンの取り込み
や分解のほとんどが、gp18／30を介して細胞内へ入る経路であることを示す。生
体において、この肝内皮細胞は修飾アルブミンの分解をほとんど担っている（11）。
したがって生体におけるD3アルブミンの分解は、　gp18／30を介した経路が量的に
最大と思われる。
　本章の実験結果は、gp18とgp30がD3アルブミンの細胞内取り込みを分担して
いる。この発見は以下のような2通りの解釈ができる。1つ目は、gp18とgp30
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は変性アルブミンの同じ部位を認識する。そして細胞で発現する受容体数と親和
性に基づき、gp18／30が変性アルブミンを分解する上で貢献する。2つ目は、　gp18
とgp30は変性アルブミンの違う部位を認識する。
　生体のおかれた状態により、アルブミン分子の立体構造は変わるものと想像さ
れる。上に述べたどちらの場合でも、その変化に伴う変性アルブミンを分解する
ことにgp18／30は貢献しているのだろう。この問いに関する答えを得るには、
gp18／30に結合するアルブミン分子のアミノ酸配列（もしかしたら複数かも知れ
ない）を調べる研究が必要である。
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第五節　カベオラ小胞を介したD3アルブミンの
　　　　　　エンドサイトーシス
試薬と実験方法
試薬
　filipin、　phenyl　arsine　oxide（pAO）はSigma社より購入した。その他の試薬は本
論文で関連する各章において述べられている。
肝内皮細胞の単離と培養
　第三章第三節と同様の方法で行った。
FITC標識アルブミンの取り込み量・分解量
　内皮細胞による取り込み量と分解量は前節と同様の方法で測定した。D3アルブ
ミンのエンドサイトーシス経路に関しては、カベオラを介するエンドサイトーシ
ス阻害剤であるfilipin（5μ9／ml）（141）やdigitonin（4μM）（132）、クラスリンを介
するエンドサイトーシス阻害剤であるPAO（2μM）（5）を培地に加えて検討した。
その他の操作は前節と同様に行った。
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共焦点レーザー顕微鏡による観察
　LysoTracker（50　nM）とAlexa　488標識D3アルブミン　（2μg／ml）を含む培地
Aで、阻害剤のPAOかフィリピン存在下、2時間37℃でインキュベートした。
肝内皮細胞は培地交換後、共焦点顕微鏡により観察した。顕微鏡操作は第三節と
同様に行った。
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結果
D3アルブミン分解における輸送小胞
　前節では肝内皮細胞におけるD3アルブミンの受容体を介したエンドサイトー
シス経路が主にgp18／30を介したものであることを明らかにした。本節ではD3
アルブミンの輸送小胞について検討するため、2種類の阻害剤PAO（クラスリン
を介する経路の阻害剤）、filipin・digitonin（カベオラを介する経路の阻害剤）を
用いた。PAOは37℃2時間インキュベートしている間、　D3アルブミンの取り込
み及び分解に有意な阻害効果はなかった。それに対してfilipinとdigitoninはD3
アルブミンの取り込み及び分解において、コントロールの2割になるほど阻害効
果を強く示した（図3－11）。これらの結果はD3アルブミンが細胞表面の受容
体gp18／30に結合した後、カベオラ小胞によるエンドサイトーシス経路を介して、
リソソームで分解されることを示唆している。
　尚、共焦点顕微鏡による観察結果（図3－12）は図3－11の定量結果と一
致した。PAO存在下、細胞内D3アルブミン（緑色）はリソソーム（赤色）と同
じ場所に存在した。しかしfilipinではD3アルブミンの蛍光シグナルは無くなっ
た。
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図3－11　D3アルブミンの取り込み及び分解におけるエンドサイトーシス阻害剤の効果
　肝内皮細胞はFITC標識D3アルブミンにphenylarsine　oxide（PAO，クラスリン小胞を介し
たエンドサイトーシス阻害剤），filipin・digitonin　（カベオラ小胞を介したエンドサイトーシ
ス阻害剤）のいずれかを加え、2時間37°Cでインキュベートした。D3アルブミンの取り込
みと分解におけるPAO（2μM）の効果は示されなかった。それに対して、　D3アルブミンの
取り込み及び分解において、filipin（5μg／ml）とdigitonin（4μM）は両方ともコントロールの
2割まで阻害した。特異的取り込み量（黒棒）と分解量（白棒）は図3－7と同様の方法で
算出した。データは何も阻害剤を加えていない値をコントロールとして、100％に設定した。
値は平均値±標準誤差（n＝3）。　＊＊＊p＜0，001vs．　control．
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図3－12　D3アルブミンの取り込みにおけるエンドサイトーシス阻害剤の効果
　肝内皮細胞はAlexa　488標識D3アルブミン（緑色）、LysoTracker（リソソームを染色する
赤色蛍光マーカー）、阻害剤を加え2時間37°Cでインキュベートした。阻害剤にはPAO（ク
ラスリン小胞を介したエンドサイトーシス阻害剤、パネルA）かfilipin（カベオラ小胞を介
したエンドサイトーシス阻害剤、パネルB）を使用した。スケールバーは5μmを示している。
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考察
　本節ではD3アルブミンがカベオラ小胞によるエンドサートーシスで取り込ま
れ、リソソームに到達することを明らかにした。
カベオラ小胞を介したエンドサイトーシスによる1）3アルブミンの取り込み
　受容体を介したエンドサイトーシスのメカニズムは、その取り込み経路から大
きく2つに分類される。クラスリン被覆小胞を介する経路とカベオラ小胞を介す
る経路である（135）。そこでD3アルブミンの分解における輸送小胞を調べる為、
特異的なエンドサイトーシス阻害剤を使った。図3－11にはカベオラを介する
エンドサイトーシスの特異的阻害剤であるfilipinとdigitoninが肝内皮細胞による
D3アルブミンの取り込み及び分解を阻害した。逆にクラスリンを介するエンドサ
イトーシスの特異的阻害剤であるPAOは、その取り込みや分解に有意な影響は示
されなかった。この結果はD3アルブミンが細胞表面の受容体gp18／30に結合した
後、カベオラ小胞によってリソソームまで運ばれることを示唆する。共焦点レー
ザー顕微鏡による観察（図3－12）はこの結果と一致した。
　これまで内皮細胞における修飾アルブミンの輸送において、カベオラ小胞が関
わっていることが明らかとなっていた（136，141）。しかしながらHansenらによる
最近の報告（56）では、内皮細胞による修飾アルブミンの取り込みには、カベオラ
よりクラスリンの方が使われていることを示している。このような差異は、アル
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ブミン分子の構造や修飾パターンに由来する受容体の差異にあると考える。アル
ブミン分子の細胞内輸送は、受容体に基づき様々な経路がとられる。アルブミン
分子の構造や修飾パターンで、結合できる受容体も変わってくる。例を挙げれば、
nativeのアルブミンとgp60（albondin）の複合体（97，136，15g）や金修飾アルブミ
ンとgp18／30の複合体（136，141）はカベオラを介して取り込まれる。一方、　AGE修
飾アルブミンとstabilin－2（FEEL－2）はクラスリンを介して取り込まれる（56）。こ
れまで、gp18／30と結合したアルブミンにおける分解までの細胞内過程を予測す
る上で、利用できる報告はあまりなかった。本章では、生理的変性アルブミンが
細胞表面の受容体gp18／30と結合した後、カベオラ小胞によって取り込まれ分解
されるという、直接の証拠を得た。
　本章の研究成果をまとめると以下のような1）～IV）となる。
1）ラットの循環血中で、酸化ストレスが変性アルブミン（D2・D3）の濃度を普
　　遍的に高めることを実証した。
II）化学修飾で構造変化したアルブミンのスカベンジャー受容体として報告され
　　ていた膜タンパク質9P18／30にD3アルブミンが結合することを示した。
III）gp18／30を介したエンドサイトーシスが、初代肝内皮細胞における変性アル
　　ブミン分解の最大経路であることを示した。
IV）生理的変性アルブミンが細胞表面受容体gp18／30に結合した後の経路は、カ
　　ベオラ小胞を介したものであることを証明した。
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これら4点の成果と前章までの発見を合わせると、血液中で血清アルブミンが変
性して、その変性アルブミンが血管表面にある受容体に結合し、細胞内で分解さ
れるという連続的なイメージが出来上がる。ただ現在では、以下のような2つの
問いに答えられる情報を持っていない。
1）gp　18／30に結合するアルブミン分子にあるアミノ酸配列はどこか？
II）生体における変性アルブミンの生成速度はどれくらいか？
　本章までの発見は、アルブミン分解機構の詳細な様子を浮き彫りにした。本章
では、当初の目的であった9P18／30結合型の変性アルブミンを生体から発見する
ことに成功した。そして生成原因と分解経路も調べることで、gp18／30を介した
分解経路は酸化ストレス誘導型変性アルブミンの主要経路であることが明らかと
なった。
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第四章
変性アルブミン濃度に依存した
gp30の活性化と再利用速度
第一節　はじめに
　前章ではgp30を介したエンドサイトーシスが肝内皮細胞における変性アルブ
ミン分解の主要経路であることを明らかにした。しかし内皮細胞における他のア
ルブミン結合受容体に比べると、gp30は未だ不明な点が多い。
　内皮細胞で最も理解が進んでいるアルブミン結合受容体の1つはgp60である。
gp60は内皮細胞におけるnativeアルブミンのトランスサイトーシス受容体として
発見された（138，13g）。この受容体はポリクロナール抗gp60抗体（158）により架橋
を形成させると、受容体自身のリン酸化を起こすことが知られ（15g）、このような
細胞表面における受容体のポリマー化がシグナル伝達の出発点となる可能性が指
摘されている（5g）。近年gp60のリン酸化（活性化）に続くシグナル伝達により、
最終的にnativeアルブミンの取り込みが増加する過程が報告された（64，65，98，
146，147，166，167）。それに対して、変性アルブミンの分解に関与するgp30につい
ては、このような活性化機構が知られていない。
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　上記の理由から本章では、変性アルブミンの分解に関する分子メカニズムにつ
いて、gp30の活性化と変性アルブミンの分解の関係について以下の4点を各節に
おいて検討した。
①gp30が架橋形成によりリン酸化するか（第二節）
②gp30の活性化で変性アルブミンの分解量は変化するか（第三節）
③gp30は再利用されるか（第四節）
　④gp30の細胞内移動にはどの輸送小胞を用いるか（第五節）
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第二節　gp30の架橋形成とチロシン残基の
　　　　　　　リン酸化
試薬と実験方法
試薬
　protease　inhibitor　cocktail　for　general　use，　protease　inhibitor　cocktai12for　tyrosine
protein　phosphatases，　phenylmethylsulfonyl　fluoride（PMSF），anti　caveolin－1　antibody，
anti　phosphotyrosine　antibodyはSigma社、　Protein　G　plus．agaroseはcalbiochem社、
FITC－labeled　anti　mouse　IgG　（goat）はNacalai　tesque社、　Goat　anti　rabbit　IgGは
chemicon　international社より購入した。その他の試薬は本論文で関連する各章にお
いて述べられている。
肝内皮細胞の培養
　前章第三節の「肝内皮細胞の単離と培養」と同様の方法で行った。
gp30の架橋形成とチロシン残基のリン酸化
　本研究ではgp30の架橋を形成するため、抗体による方法とD3アルブミンによ
る方法の2通りを行った。本研究では架橋形成、リン酸化、再利用の測定など目
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的により処理時間や濃度を変化させているが、以下に標準的な架橋形成法を示す。
1）抗体による架橋形成法
　肝内皮細胞のディッシュに抗gp30抗体（50μg／ml）を加え、　gp30を架橋させる
ため30分間4℃でインキュベートした。コントロールとして、肝内皮細胞のディ
ッシュには免疫前抗体（50μg／ml）を加えた。更に架橋させるため、肝内皮細胞
を無血清培地で2回洗浄し、二次抗体（goat　anti－rabbit，50μg／ml）を加え、30分
間4℃でインキュベートした。
2）1）3アルブミンによる架橋形成法
　肝内皮細胞のディッシュにD3アルブミン（50μg／ml）を加え、　gp30を架橋さ
せるため1時間4℃でインキュベートした。
共焦点レーザー顕微鏡による観察
　本章では共焦点レーザー顕微鏡を用いて、異なる部位を目的に応じて観察した。
すなわち架橋形成を調べる際は細胞頂端付近、細胞内移動を調べる際は細胞中間
部を観察した（図4－1）。また本節では、以下の3種類の肝内皮細胞表面におけ
るgp30の局在を、前章に示した方法に従って共焦点レーザー顕微鏡を用いて細胞
頂端部を観察した。
①抗体によるgp30同士の架橋を確かめる為、抗gp30抗体で架橋形成処理を行っ
　た肝内皮細胞のディッシュに、Cy3標識抗gp30抗体（50μg／m1）を加え、0，5，
　15，30，60分間4°Cでインキュベートした。
②抗gp30抗体と2次抗体を用いた架橋の確認には、1次抗体として非標識抗
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　gp30抗体（50μg／ml）で30分インキュベート後、肝内皮細胞のディッシュを
　洗浄し、二次抗体（抗ウサギIgG）を加え30分4°Cでインキュベートした。
③D3アルブミンによるgp30同士の架橋確認には、肝内皮細胞のディッシ・・にさ
　まざまな濃度のD3アルブミン（0，0．5，5，25，50　mg／ml）を加え、4℃で1時間
　インキュベートした。これら肝内皮細胞の細胞表面のgp30をcy3標識抗gp30
　抗体（3μg／ml）で1時間4°Cでインキュベートした。
Z Y
　　頂端部
（架橋形成の観察）
　　　中間部
（細胞内移動の観察）
X
図4－1　共焦点レーザー顕微鏡による観察部位の概略図
　共焦点蛍光レーザー顕微鏡は通常の蛍光顕微鏡とは異なり、細胞のような厚さのある試料
においてもスライスすることなくX軸（横）・Y軸（縦）・Z軸（深さ）を調節することで観
察が可能となる。図は本章で観察した部位を示した。架橋形成に関しては頂端部（図4－2・
図4－3）細胞内移動に関しては中間部（図4－4・図4－4・図4－5）を観察した。
免疫沈澱によるチロシンリン酸化の定量
　リン酸化を定量するため、内皮細胞におけるgp30やカベオリン1の免疫沈澱は
Tiruppathiらの方法に従って行った（159）。すなわち、まず肝内皮細胞を洗浄し、
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細胞内タンパク質をlysis　buffer（150　mM　NaCl，50　mM　Tris－HCI，　pH　7．5，1mM
EDTA，0．25％sodium　deoxycholate，1％Nonident　P－40，0．1％SDS，1％protease　cocktai1
2　for　tyrosine　protein　phosphatases，1％　protease　cocktail　inhibitor　for　general　use，2
μ9／ml　pepstain　A，44μ9／ml　PMSF）を用いて溶解させた。溶解液は抗9P30抗体もし
くは抗カベオリン1抗体を加え、4℃オーバーナイトでインキュベートした。溶
液中に含まれる免疫複合体はprotein　G　plus－agaroseを用いて沈澱させた。この沈
殿をwash　buffer（150　mM　NaCl，50　mM　Tris－HC1，　pH7．5，0．5％Triton　X－100，1％
protease　cocktail　2　for　tyrosine　protein　phosphatases）で4回洗浄した。免疫沈澱させ
たタンパク質はSDS－PAGEによって分離し、　PVDF膜へ転写した。転写膜は5％
BSAを含むTBSで1時間25°Cでインキュベートし、ブロッキング処理を行った。
0．05％Tween　20を含むTBSで洗浄後、転写膜を1次抗体として抗リン酸化チロ
シン抗体（mouse）、二次抗体としてFITC標識抗マウスIgGを用いて1時間25℃
でそれぞれインキュベートした。リン酸化チロシンタンパク質のバンドは
Fluorlmager　595によって検出及び定量を行った。
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結果
　細胞膜の受容体はそれを認識する抗体により架橋を形成し、ポリマー化するこ
とで活性化する場合が知られている（59）。本研究ではまずgp30同士を架橋するた
め、共焦点顕微鏡を用いてgp30が凝集化する最適条件を検索した。細胞表面の
gp30の状況はcy3の蛍光で観察した（図4－2A）。抗gp30抗体による処理はgp30
の凝集化を誘導した。更に二次抗体の添加によって、凝集化は増大した。この観
察結果は、抗体処理がgp30同士の架橋形成を可能とし、更に30分インキュベー
ト後の二次抗体の添加が更に架橋形成を誘導することを示した。
　次にgp30が架橋によりリン酸化するか調べる為、免疫沈澱後のWestern・Blot法
によりチロシンリン酸化gp30を定量した（図4－2B＆C）。その結果、抗gp30
抗体による凝集化gp30のチロシン残基がリン酸化されることが明らかとなった。
　生体内gp30は、抗gp30抗体によってではなく、生理的リガンドとしての変性
アルブミンで活性化されるべきである。そこでD3アルブミンによりgp30同士を
架橋形成してリン酸化できるか試した。顕微鏡観察はD3アルブミン処理がgp30
の架橋を誘導することを示した（図4－3A）。Western・Blot分析はD3アルブミン
処理がgp30のチロシンリン酸化を誘導することを示した（図4－3B＆C）。この
D3アルブミンによるgp30のチロシンリン酸化は凝集化の結果と一致しており、
gp30同士の架橋とチロシンリン酸化の両方がD3アルブミンの濃度に依存して誘
導されることを示した。
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図4－2抗gp30抗体による肝内皮細
　　　　　胞gp30同士の架橋形成とチ
　　　　　ロシンリン酸化
（A）抗gp30抗体による細胞表面gp30
　　の凝集化　gp30を架橋するため、
　　肝内皮細胞にCy3標識抗gp30抗
　　体　（50μg／ml）を加え、示した時
　　間　（0，5，15．　30，60分）4°Cでイ
　　ンキュベートした。更にgp30を架
　　橋する為、抗ウサギIgG（二次抗
　　体）と30分4°Cでインキュベー
　　　トした（右上）。スケールバーは5
　　μmを示している。
（B）抗gp30抗体によるgp30のチロシ
　　ンリン酸化　　抗体による架橋形
　　成はパネル（A）と同様に行った。
　　これら細胞溶解液に含まれる
　　gp30を抗gp30抗体で免疫沈殿し
　　た。この沈殿をSDS－PAGEで分離
　　後、PVDF膜に転写した。抗リン
　　酸化チロシン抗体とFITC標識抗
　　マウスIgGを用いて膜状のチロシ
　　ンリン酸化したgp30を免疫染色
　　した。これらのバンドは
　　Fluorlmager　595を用いて蛍光的に
　　検出した。
（C）抗gp30抗体によるgp30のチロシ
　　ンリン酸化の定量　パネル（B）
　　で示されたバンドをFluorlmager
　　595を用いて定量した。データは
　　コントロール（Omg／ml）のシグナ
　　ル強度を100％として算出した。
　　値は平均値土標準誤差を示して
　　いる（n＝3）。＊p＜0．05and＊＊＊
　　p＜O．OO　I　vs．　controL
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図4－3　D3アルブミンによる肝
　　　　　内皮細胞gp30同士の架橋
　　　　　形成とチロシンリン酸化
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gp30の凝集化　肝内皮細胞の
gp30を架橋する目的で、様々
な濃度のD3アルブミン　（0，
0．5，5，25，0r　50　mg／ml）と1時
間4℃でインキュベートし
た。固定後、細胞表面のgp30
を染色する為、これら肝内皮
細胞のディッシュを1時間
4℃でCy3標識抗gp30抗体と
インキュベートした。スケー
ルバーは5μmを示している。
（B）　D3アルブミンによるgp30の
　　チロシンリン酸化　D3アル
　　ブミン処理はパネル（A）と同
　　様の方法で行った。これら細
　　胞を溶解し、抗gp30抗体で免
　　疫沈澱した。沈殿タンパク質
　　はSDS－PAGEで分離後、PVDF
　　膜へ転写した。膜上のgp30チ
　　ロシンリン酸化は、抗リン酸
　　化チロシン抗体とFITC標識
　　抗マウスIgGを用いて検出し
　　た。蛍光画像はFluorlmager
　　595を用いて取得した。
（C）　D3アルブミンによるgp30の
　　チロシンリン酸化の定量　パ
　　ネル（B）におけるリン酸化
　　gp30の蛍光はFluorlmager　595
　　を使って定量した。データは
　　コントロール（；Omg／ml）の
　　シグナル強度を100％として
　　算出した。値は平均値±標準
　　誤差を示している（n＝3）。＊
　　p〈0，05　and　＊＊＊　p＜O．OOI　vs．　O
　　mg／mL
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考察
　本研究では抗体もしくは変性アルブミンを用いた2つの処理法でgp30を架橋
形成させた。抗体処理法において抗gp30抗体はgp30に特異的に結合できるため、
gp30だけを刺激できる利点を持つ。細胞膜上の受容体は抗体で架橋することがで
きるため、GPI（グリコシルポスファチジルイノシトール）アンカー型のような
受容体が抗体処理で活性化されることが報告されている（27，59，92，100，159）。
　一方D3アルブミンは、　gp30の生理的なリガンドである（9，10）。図4－3は
D3アルブミンの濃度に依存して、　gp30が凝集してチロシンリン酸化が誘導され
ることを示唆している。従って内毒素中毒のような酸化ストレスにより血漿中に
変性アルブミン濃度が高くなるとき、血管内皮に存在するgp30は活性化して、変
性アルブミンの分解が増加する可能性が示唆された（g，10）。
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第三節　9P30活性化と変性アルブミン分解
　本節では、前節の結果に基づく仮説「gp30は凝集してチロシン残基のリン酸化
が増加すると、活性化されて変性アルブミンの取り込みを増加させる」について
検討した。
　　　　　　　　　　　　試薬と実験方法
試薬
　試薬は本論文で関連する各章において述べられている。
肝内皮細胞の培養
　前章第三節の「肝内皮細胞の単離と培養」と同様の方法で行った。
取り込みと分解
　アルブミン取り込みと分解の定量は第三章に記した方法と同様に行った（108）。
本章では肝内皮細胞をFITC標識D3アルブミン（3μ9／ml）と2時間37°Cでイン
キュベートして、D3アルブミンの取り込み量と分解量を測定した。
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共焦点レーザー顕微鏡による観察
　前節に記した抗体処理（二次抗体添加）でgp30を架橋形成した。このgp30を
架橋形成した肝内皮細胞とコントロールの肝内皮細胞にそれぞれAlexa　488標識
D3アルブミン（3μ9／ml）とLysoTracker（50　nM（172））を加え、2時間37°Cで
インキュベートした。これら肝内皮細胞のディッシュにおけるD3アルブミンの
取り込み変化を、共焦点レーザー顕微鏡により観察した。
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結果
　gp30は内皮細胞において変性アルブミンのエンドサイトーシスを仲介する受
容体の1つである（9，137）。本節では、gp30架橋形成によるチロシンリン酸化（活
性化）が内皮細胞における変性アルブミンの分解に影響を与えるか調べた。コン
トロール及びgp30の活性化を行った肝内皮細胞にFITC標識D3アルブミンを加
え、2時間37℃でインキュベートした。その結果gp30の活性化を行った細胞で
はFITC標識D3アルブミンの取り込みと分解の両方において、コントロール細胞
の2倍に増加した（図4－4A）。この結果は肝内皮細胞においてgp30の活性化
が変性アルブミンのエンドサイトーシスを増加させることを示した。
　このgp30活性化とD3アルブミンの分解量との関係を確かめる為、共焦点レー
ザー顕微鏡による観察を行った。コントロールとgp30活性化の肝内皮細胞を
LysoTracker（酸性のリソソーム成分が赤く蛍光染色される）と3μg／mlのAlexa
488標識D3アルブミン（緑色）と一緒に2時間37℃でインキュベートした。重
合写真における黄色の蛍光粒子から、D3アルブミンがリソソーム内に存在するこ
とが示された（図4－4B）。またgp30活性化細胞ではコントロールの細胞より
も、緑色や黄色の蛍光粒子を多く持っていた。この顕微鏡観察はエンドサイトー
シスの定量結果と一致している。したがって顕微鏡観察の結果は、肝内皮細胞に
おいてgp30の活性化が変性アルブミンのエンドサイトーシスを増加させること
を、更に強く示している。
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図4－4肝内皮細胞におけるgp30の活性化とD3アルブミン分解
（A）D3アルブミンエンドサイトーシスの定量　gp30の活性化（架橋形成によるチロシン
　　リン酸化）は抗gp30抗体により行った。コントロールとgp30活性化肝内皮細胞はFITC
　　標識D3アルブミンと2時間37℃でインキュベートした。標識D3アルブミンの取り
　　込みと分解は細胞破砕液の蛍光強度から測定した（第三章第三節に詳細）。値は平均値
　　±標準誤差を示している（n＝3）。＊＊p＜O．Ol　and＊＊＊p＜O．OO　I　vs．　control．
（B）　肝内皮細胞の共焦点レーザー顕微鏡による観察　（A）と同様にgp30の活性化を行っ
　　た。コントロール（上のパネル）とgp30活性化（下のパネル）肝内皮細胞はAlexa　488
　　標識D3アルブミン（緑、3μg／ml）及びLysoTracker（赤）と一緒に2時間37℃でイン
　　キュベートした。スケールバーは5μmを示している。
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考察
　gp30の活性化（架橋形成によるチロシンリン酸化）が変性アルブミンの分解を
増加させる結果は、本章で最も注目に値する。これまでの結果（図4－2～4）
は、変性アルブミンが肝内皮細胞の培地中で多いほど、gp30の活性化レベルも上
昇することを示唆している。これは変性アルブミン濃度に反応するgp30の活性化
レベル調節機構に基づき、変性アルブミンが素早く分解される合理的機能を示し
ている。
　gp60は内皮細胞におけるnativeアルブミンのトランスサイトーシス用受容体で
あり、活性化でnativeアルブミンの取り込みが増加する（65，98，15g，167）。したが
ってgp60とgp30はそれぞれ血漿中のアルブミン構造に基づき活性化しながら、
nativeと変性アルブミンの取り込みを分担しているのかも知れない。
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第四節　gp30の再利用
試薬と実験方法
試薬
　試薬は本論文で関連する各章において述べられている。
肝内皮細胞の培養
　前章第三節の「肝内皮細胞の単離と培養」と同様の方法で行った。
細胞表面におけるgp30存在量の経時変化
　本節ではコントロール及びgp30を活性化した肝内皮細胞における細胞表面の
gp30存在量を測定した。細胞表面における受容体gp30存在量の測定はWangら
の方法に従って行った（168）。コントロールの肝内皮細胞に関しては、非標識抗
9P30抗体（3μ9／ml）を加え0，10，30，50，70，90分37。Cでインキュベートした。
この操作は細胞膜表面のgp30が抗gp30抗体と結合した後、細胞内へ取り込まれ
てからの経時変化を表すことになる。各時間経過した細胞は、その時点における
（細胞表面に戻ってきたgp30抗体及び）細胞表面に付着したgp30抗体を除去す
るため・1mlの酸洗浄buffer（0．1　N　acetic　acid　and　O．5　M　NaCl（49））で3回洗浄し
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た。その後再び細胞表面のgp30は抗gp30抗体とFITC標識抗ウサギ抗体を用い
て1時間4℃でそれぞれインキュベートすることで染色を行った。これらのディ
ッシュは0．35mlのPBSで2回洗浄し、1mlのPBSで細胞を回収した。回収液
はマイクロプレートへ移し、細胞表面のgp30－FITC標識gp30抗体の蛍光強度を
FluorImager　595で測定した。
　抗体処理によるgp30の活性化に関しては、肝内皮細胞ディッシュに抗gp30抗
体を加え、4℃で0，15，30分インキュベートした。二次抗体添加に関しては、1
次抗体とのインキュベート30分後して洗浄後、更に2次抗体を加え4℃で30分
間インキュベートした。gp30活性化肝内皮細胞を37℃で0－90分インキュベート
した。細胞表面gp30の免疫染色法はコントロールの肝内皮細胞と同様に行った。
　D3アルブミン処理によるgp30活性化法は、　D3アルブミン（5，25，50　mg／ml）
かnativeアルブミン（50　mg／ml）を加え、4℃で1時間インキュベートした。細
胞表面gp30の免疫染色法は、酸洗浄の操作がないことを除き、コントロールの肝
内皮細胞と同様に行った。
共焦点レーザー顕微鏡による観察
　gp30の再利用に関しては、コントロールの肝内皮細胞にAlexa　488標識抗gp30
抗体（3μg／ml）を加え、1時間4°Cでインキュベートした。洗浄後、これら肝内
皮細胞を37℃で0～90分間インキュベートして、前節と同様の方法で細胞中間部
を観察した（観察部位の詳細については図4－1参照）。
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結果
　前節までの結果（図4－2～図4－4）は、変性アルブミンがgp30を活性化す
ると、変性アルブミンの細胞内分解量を増加させることを示唆している。しかし
ながら、この分解増加の過程は現時点で不明である。本節では分解増加の原因が
gp30の再利用速度ではないかと仮説をたて検討した。まず、内皮細胞において
gp30が内在化後、細胞表面に戻るかどうか確かめる為、　gp30の細胞内移動の観察
と、細胞表面におけるgp30存在量の経時変化を調べた。
　図4－5Aは肝内皮細胞におけるgp30の細胞内移動を観察した顕微鏡画像で
ある。細胞表面のgp30にAlexa　488標識抗gp30抗体を細胞内移動できない4℃
でまず結合させ、次に内在化を開始させるため37℃でインキュベートした。37℃
インキュベートの開始0分では、gp30は膜受容体として細胞表面に存在していた。
開始から50分の問で、細胞表面にあったgp30の多くが内在化した。50分から90
分の問に内在化したgp30は細胞表面に戻り、再利用されたように思われる。
　図4－5Aの結果にはgp30と抗体の複合体が細胞内移動中に解離した可能性
がある。この点を明らかにするため、細胞表面のgp30に結合している古い抗gp30
抗体を除去し、新しい抗gp30抗体で染色することで、細胞表面のgp30存在量を
測定した。インキュベート開始から50分までは、細胞表面におけるgp30存在量
は低下した（図4－5B）。50分から90分間で細胞表面におけるgp30存在量は、
インキュベート開始前の90％にまで回復した。この定量結果は顕微鏡観察の結果
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と一致しており、肝内皮細胞においてgp30が再利用される事を強く示している。
　次に抗体またはD3アルブミン処理によりgp30が活性化した肝内皮細胞を用い
てgp30の再利用について調べた。図4－6は抗体処理した肝内皮細胞表面におけ
るgp30存在量の経時変化を示している。　gp30の細胞表面における存在量は0．20
分で減少し、20－50分で回復した。更なるインキュベーションで再利用されたgp30
は再び内在化されることを示唆した。二次抗体を用いた抗体処理に関しては、再
利用カーブが50分で1周したことを示した。再利用速度はgp30の活性化（架橋
形成やチロシンリン酸化；図4－2参照）されているほど上昇していた。培地に
9P30のリガンドがない状態（O　mg／ml　as　negative　control）では、細胞表面の9P30
の存在量に有意な変化はなかった。肝内皮細胞におけるgp30再利用における動的
解析は、抗体処理によりgp30が活性化されるほど、　gp30の再利用速度が上昇す
ることを示唆した。
　一方、図4－7はD3アルブミン処理により活性化した肝内皮細胞表面におけ
るgp30存在量の経時変化を示している。　D3アルブミン（50　mg／ml）処理に関し
ては、細胞表面のgp30存在量が、インキュベート開始0－20分において減少し、
開始20分後から回復する傾向を示した。ネガティブコントロールとしてのnative
アルブミンは、細胞表面のgp30の存在量に有意な変化は与えなかった。肝内皮細
胞におけるgp30再利用における動的解析は、D3アルブミン処理によりgp30が活
性化される（図4－3参照）ほど、gp30の再利用速度が上昇することを示唆した。
D3アルブミンによる活性化でgp30の再利用速度が上昇するのは、抗体処理によ
る効果と一致している。
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図4－5肝内皮細胞gp30の内在
化と細胞表面への移動
（A）　肝内皮細胞の共焦点顕微鏡
　　観察
　　　　コントロールの肝内皮細
　　胞をAlexa　488標識抗gp30
　　抗体（3pg／ml，緑）と1時
　　　間4°Cでインキュベートし
　　　た。洗浄後、これら肝内皮
　　　細胞を示した時間（0，10，30、
　　　50，70，　90分）　37°Cでイン
　　　キュベートした。スケール
　　　バーは5μmを示している。
（B）抗gp30抗体の内在化で変
　　化する細胞表面のgp30存
　　在量の定量
　　　　コントロール肝内皮細胞
　　　を非標識抗gp30抗体　（3
　　　pg／ml）　と　0，10，30，50，70，
　　90分37°Cでインキュベー
　　　トした。これら肝内皮細胞
　　　は酸性緩衝液の洗浄で細胞
　　　表面の抗gp30抗体を除去し
　　　た。細胞表面のgp30は、新
　　　しい抗gp30抗体とFITC標
　　　識二次抗体で染色した。細
　　　胞表面におけるgp30の免疫
　　　蛍光強度は細胞を回収後、
　　　回収液をマイクロプレート
　　　へ移してFluorlmager　595を
　　　用いて定量した。データは
　　　コントロールのシグナル強
　　　度を100％と設定して算出
　　　した。値は平均値土標準誤
　　　差を示している（n－3）。
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図4－6　抗体処理によりgp30を活性化した肝内皮細胞におけるgp30再利用
　gp30を架橋する目的で、肝内皮細胞を抗gp30抗体と0，15，30分　（それぞれ○，△，ロ）4°C
でインキュベートした。更にgp30を架橋する二次抗体添加（●）として、1次抗体と30分
インキュベート後、二次抗体と30分4°Cでインキュベートした。洗浄後、これら4種類の
活性化肝内皮細胞をX軸に示した時間　（0－gO分）37°Cでインキュベートした。細胞表面
に結合している抗体は、酸性緩衝液の洗浄で除去した。細胞表面のgp30は、新しい抗gp30
抗体とFITC標識二次抗体で染色した。細胞表面におけるgp30の免疫蛍光強度は、細胞を回
収後、回収液をマイクロプレートへ移してFluorImager　595を用いて定量した。データは0分
におけるシグナル強度を100％として表示してある。値は平均値を示している（n＝3）。
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図4－7　1）3アルブミン処理によるgp30活性化肝内皮細胞におけるgp30の再利用
　肝内皮細胞をD3アルブミン（5　（○），25（△），50　mg／ml（ロ））かnativeアルブミン（50
mg／ml（●））　と1時間4°Cでインキュベートした。洗浄後、これら4種類の肝内皮細胞
をX軸に示した時間　（0－90分）37°Cでインキュベートした。細胞表面のgp30は、抗gp30
抗体とFITC標識二次抗体で1時間4℃でインキュベートすることで染色した。細胞表面の
gp30は、新しい抗gp30抗体とFITC標識二次抗体で染色した。細胞表面におけるgp30の免
疫蛍光強度は細胞を回収後、回収液をマイクロプレートへ移してFluorImager　595を用いて定
量した。データは0分におけるシグナル強度を100％として表示してある。値は平均値を示
している（n＝3）。
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考察
　本節ではgp30の活性化により変性アルブミンの分解が増加する現象に対して、
gp30の再利用速度の上昇によるエンドサイトーシスの増加が1つの理由である
ことを示した。
　本節ではまず、抗体を用いたgp30の細胞移動分析により、　gp30再利用の現象
を示した。LDL受容体（16，57，84）のようにgp30の多くが再利用される。　gp30の
リガンドとしての変性アルブミンはnative状態に比べ、タンパク質としての機能
が劣る（116）。したがってgp30の機能は、変性アルブミンの優先的かつ選択的な
分解を促しており、生体の恒常性維持に合理的である。
　gp30の再利用速度は、活性化レベルに依存して上昇している．リガンド（39）や
抗体（43）の刺激で受容体の取り込みや再利用が素早くなる現象は、他でも報告さ
れている。したがって本研究は、再利用の速度増加がリガンドの分解を上昇させ
る機構を、変性アルブミンについて解明したことになる。9P30の機能としては、
修飾／変性アルブミンに対する特異的な結合であることが知られている（10，137，
142）。本研究では、gp30の再利用と活性化レベルによる速度変化という新しい事
実を示したものと考えられる。
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第五節　カベオラ小胞によるgp30の細胞内移動
試薬と実験方法
試薬
　試薬は本論文で関連する各章において述べられている。
肝内皮細胞の培養
　前章第三節の「肝内皮細胞の単離と培養」と同様の方法で行った。
gp30の内在化と再利用における輸送小胞阻害剤の効果
　本節ではgp30内在化の指標としてgp30抗体の取り込み量、　gp30再利用の指標
として細胞表面のgp30存在量を測定した。内在化と再利用における阻害剤添加の
タイミングはEscticheらの方法に従った（39）。すなわち再利用における細胞表面
存在量曲線から、まず最大内在化時間と再利用にかかる時間を算出した（図4－
8A）。次に内在化の阻害に関してはインキュベート開始時に阻害剤を添加し、再
利用の阻害に関しては最大内在化時間に阻害剤を添加した（図4－8B）。
　gp30の活性化は、第二節「gp30の架橋形成とチロシン残基のリン酸化」に示し
た方法におけるD3アルブミン処理（50mg／m1）によって行った。
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内在化に関しては、コントロールとgp30活性化肝内皮細胞を37℃で50分か20
分（それぞれ最大内在化時間に相当）インキュベートした。その際、FITC標識抗
gp30抗体（3μg／mDを含む培地にfilipin（5　p9／ml）（141），　digitonin（4μM）（132），
PAO（2μM）（5）のいずれかの阻害剤の存在下で行った。
再利用に関しては、コントロールか活性化肝内皮細胞を非標識抗gp30抗体　（3
pg／ml）と一緒に37°Cで50分か20分（それぞれ再利用の開始時間に相当）イン
キュベートした。洗浄後、各阻害剤を加え、これら肝内皮細胞を37°Cで40分イ
ンキュベートした。細胞表面gp30の免疫染色は上記「細胞表面におけるgp30存
在量の経時変化」と同様の方法で行った。
（A）再利用曲線と内在化最大時間
り一コントロール　　・｛ド・活性化
図4－8　再利用曲線から算出する内在化の
　　　最大時間と阻害剤添加のタイミング
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（B）阻害剤添加とインキュベート
　受容体の内在化と再利用における阻害剤添
加のタイミングはEscticheらの方法に従って
決定した（39）。
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（A）再利用曲線と内在化最大時間
　　図4－6におけるgp30再利用曲線から
　　コントロールと活性化肝内皮細胞にお
　　けるデータを抜粋した。その後、gp30
　　の内在化が最大になる時間を図中に示
　　した。この内在化最大時間は細胞表面
　　への移動（再利用）が開始される時間
　　の側面もある。
（B）阻害剤添加とインキュベート
　　パネルAより算出された内在化最大時
　　間（再利用開始時間）をもとに、添加
　　剤添加のタイミングとインキュベート
　　時間を算出した。青線はコントU一
　　ル・赤線は活性化細胞における阻害剤
　　とのインキュベート期間を示してい
　　る。
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結果
　前節の結果はgp30の活性化と再利用の関係を示唆した。しかしこれらの結果だ
けでは、再利用速度の変化過程について説明するのは難しいと考える。本節では
再利用速度が変化する原因が、輸送小胞の細胞内への放出速度にあるのではない
かと仮説をたてた。既に第三章において、変性アルブミンのエンドサイトーシス
が、gp30とカベオラ小胞により仲介されることを明らかにしている（9）。そこでま
ず、gp30の細胞内移動もカベオラ小胞を用いているか調べた。
　まず活性化した肝内皮細胞におけるFITC標識抗gp30抗体の取り込みに輸送小
胞の阻害剤がどのような影響を与えるか調べた。カベオラ関連エンドサイトーシ
スの阻害剤であるfilipinとdigitoninはコントロールと活性化の肝内皮細胞の両方
において、FITC標識抗gp30抗体の取り込みを阻害した（図4－9）。一方クラス
リン被覆小胞によるエンドサイトーシス経路の阻害剤であるPAOは、その取り込
みを有意に妨げなかった。この結果は肝内皮細胞においてgp30の内在化がカベオ
ラ小胞を用いていることを示している。
　次にgp30が細胞表面に戻る時、カベオラ小胞を使っているか調べた。阻害剤を
加えるタイミングは、gp30の再利用が始まる時間に設定した。　filipinとdigitonin
はコントロールと活性化の肝内皮細胞の両方において、FITC標識抗gp30抗体の
細胞表面への移動を阻害した（図4－10）。一方PAOは、その細胞表面への移
動に有意に妨げなかった。この結果は肝内皮細胞においてgp30の再利用にカベオ
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ラ小胞を用いていることを示している。そしてこれらの結果　（図4－9＆10）
はコントロールあるいは活性化に関わらずgp30が細胞内の内在化と再利用の両
方にカベオラ小胞を用いていることが示された。
　そこでgp30活性化によるD3アルブミンの分解増加とカベオラ小胞との関係を
確かめる為、コントロール及びgp30活性化の肝内皮細胞においてD3アルブミン
取り込み及び分解におけるカベオラ関連エンドサイトーシスの阻害剤効果を観察
した。どちらの細胞でもfilipinは、　FITC標識D3アルブミンの取り込み及び分解
を有意に阻害した（図4－11）。この結果は肝内皮細胞において、D3アルブミ
ンの通常のエンドサイトーシスだけでなくgp30活性化による増加分のエンドサ
イトーシスもカベオラ小胞が関連する経路であることを示している。
　本章におけるこれまでの結果から、肝内皮細胞においてgp30の活性化が、　gp30
の再利用速度（D3アルブミンのエンドサイトーシス）を上昇させる為、カベオラ
小胞の細胞内への放出を促進しているという仮説がたてられる。内皮細胞膜にお
けるカベオラ放出には、カベオリン1のチロシンリン酸化が必要である（97，147）。
そこでgp30の再利用速度の増加とカベオラ放出の関係を調べるため、コントロー
ルとgp30活性化細胞におけるカベオリン1のチロシンリン酸化を定量した。図4
－12は肝内皮細胞においてD3アルブミン処理によりgp30が活性化されるほど、
カベオリン1のチロシン残基がリン酸化されることを示している。抗体処理によ
るgp30活性化の場合も、同様のチロシンリン酸化が観察された。この結果は肝内
皮細胞において、gp30の活性化がカベオリンのチロシンリン酸化を促進し、細胞
膜から細胞内へのカベオラ放出速度を上昇させることを示している。
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図4－9　肝内皮細胞におけるカベオラ小胞を使ったgp30の内在化
　9P30はD3アルブミン処理（50　mg／mlのD3アルブミン）で活性化した。コントロール（黒
棒）かgp30活性化（白棒）肝内皮細胞をそれぞれ50分あるいは20分　（図4－5＆7にお
ける最大内在化時間）37℃でFITC標識抗gp30抗体（3μg／m1）と阻害剤と一緒にインキュベ
ートした。阻害剤はクラスリン関連エンドサイトーシス経路の阻害剤のPAO、カベオラ関連
エンドサイトーシス経路の阻害剤のfilipinやdigitoninである。ホモジネート後、内在化gp30
の免疫蛍光強度をFluorlmager　595を使って定量した。データは阻害剤無添加におけるシグナ
ル強度を100％として算出した。値は平均値±標準誤差を示している（n＝3）。＊＊＊p＜0．001vs．
none，
第四章　変性アルブミン濃度に依存したgp30の活性化と再利用
141
（?）???????????。???????
120
100
80
60
40
20
o
nonePAOflipin　digiton量皿
図4－10　肝内皮細胞におけるカベオラ小胞を用いたgp30の再利用
　gp30はD3アルブミン処理（50mg／mlのD3アルブミン）で活性化させた。コントロール（黒
棒）かgp30活性化（白棒）肝内皮細胞をそれぞれ50分あるいは20分（図4－5＆図4－7
における再利用開始時間）非標識抗gp30抗体（3μg／m1）と37℃でインキュベートした。洗
浄後これら肝内皮細胞を阻害剤入りの培地に交換し、更に40分37°Cでインキュベートした。
酸性緩衝液で洗浄後、細胞表面のgp30を抗gp30抗体とFITC標識二次抗体で1時間4°Cで
それぞれインキュベートすることで染色した。この細胞表面gp30の免疫蛍光強度は、細胞の
回収液をマイクロプレートへ移し、Fluorlmager　595を使って定量した。データは阻害剤無添
加におけるシグナル強度を100％として算出した。値は平均値±標準誤差を示している（n＝
3）。　　＊P＜0．05and＊＊＊Pく0．001　vs．　none．
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図4－11　filipinがgp30活性化による1）3アルブミン分解増加を阻害する
　gp30は抗体処理（二次抗体添加）で活性化させた。コントロールとgp30活性化肝内皮細
胞は2時間37°CでFITC標識D3アルブミンとカベオラ関連エンドサイトーシス阻害剤filipin
の存在下インキュベートした。FITC標識D3アルブミンの取り込み（黒棒）と分解（白棒）
は細胞破砕液の蛍光強度から測定した（第三章第三節に詳細）。値は平均値±標準誤差を示
している（n＝3）。＊＊p＜0．01and＊＊＊p＜0．001　vs．　none．
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図4－12　肝内皮細胞で1）3アルブミンがカベオリン1のチロシンリン酸化を誘導する
（A）　カベオリン1のチロシンリン酸化　肝内皮細胞のgp30を活性化させるため様々な濃
度のD3アルブミン　（0，05，5，25，50　mg／ml）と一緒に1時間4°Cでインキュベートした。ま
た、抗体処理（二次抗体、右端）でgp30を活性化させた。これらの細胞溶解液を抗カベオリ
ン1抗体で免疫沈澱した。免疫沈澱したタンパク質をSDS－PAGEで分離後、　PVDF膜に転写
した。膜上におけるチロシンリン酸化カベオリン1は抗リン酸化チロシン抗体とFITC標識
二次抗体を用いて検出した。その蛍光画像はFluorImager　595を用いて取得した。
（B）カベオリン1におけるチロシンリン酸化の定量パネル（A）に示されたチロシンリン
酸化カベオリン1の蛍光はFluorImager　595を用いて定量した。データはコントロールにおけ
るシグナル強度を100％として算出した。値は平均値±標準誤差を示している（n＝3）。
＊＊ 吹モO．05，＊＊p＜0．01and＊＊＊p＜0．OOI　vs．　control　LECs　（O　mg／ml　of　D3　albumin）
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考察
　本研究は細胞内輸送におけるgp30活性化とカベオラの関係について明らかに
した。カベオラ関連エンドサイトーシス阻害剤は、gp30の内在化と再利用を阻害
するだけでなく、活性化によるD3アルブミンの分解増加効果まで妨げた。更に
9P30活性化がカベオリン1のチロシンリン酸化を誘導した。このリン酸化は9P30
の活性化レベルに依存していた。このカベオリン1に関する結果は、上記の阻害
剤に関する結果と一致する。これらの結果はカベオラを用いたgp30の取り込みと
再利用が、変性アルブミンの分解増加に関与することを示唆している。
　Tiruppathi（15g），　Vogel（166），　Niles（106）らはgp60活性化でアルブミン輸送が増加
するときカベオラなどの小胞を用いていることを報告した。これらの報告は、本
研究の取り込み増加における輸送小胞と一致している。一方Johnら（65）は抗体処
理によるgp60活性化がgp60一アルブミン複合体（受容体を介したエンドサイト
ーシス）だけでなく、遊離アルブミン（fluid－phase　endocytosis）でさえも、細胞膜
におけるカベオラ陥没の隙間に入ることで増加するというモデルを提唱している。
このモデルはgp30活性化にも適用できるかも知れないが、　fluid－phase　endocytosis
の影響に関しては追加実験が必要である。本研究の結果からはgp30活性化が少な
くとも再利用速度を上昇させることで、gp30一アルブミン複合体の取り込みを増加
を誘導し、最終的に変性アルブミンの分解が促進されると考えられる。
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　尚、受容体gp30の再利用速度が上昇する理由は、カベオラ小胞の放出時だけ速
度が上昇する為なのか、あるいは輸送小胞の移動速度が全体的に上昇する為なの
かは不明である。この点に関しては、経時変化における細胞の電子顕微鏡による
観察により詳細が明らかにされるだろう。
　結論として、本章では肝内皮細胞においてgp30活性化が変性アルブミンの分解
を増加することを明らかにした。段階的には以下の機構を示唆している。
??????変性アルブミンがgp30に結合する
gp30が活性化する
カベオリン1がリン酸化する
カベオラ小胞が細胞内へ放出される
gp30が再利用される
変性アルブミンが分解される
　更に変性アルブミン濃度が上昇すると、②～⑤のステップが増強され、変性ア
ルブミンの分解が促進されることを示唆した。この生体における合理的機構は、
血液中の変性アルブミン濃度を血管内の表面に存在するgp30が感知し、変性アル
ブミン濃度を低く抑える効果があると考えられる。
　内毒素中毒では血漿中にD3アルブミンのような変性アルブミンが増加するが、
数日後には正常値に戻る（10）。このような濃度が正常値に戻る理由としてプロテ
アーゼ感受性と血管透過性（116）の他、gp30活性化による変性アルブミンの分解促
進機構を新しい理由として提唱する。
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第五章　腎臓による変性アルブミンの
　　　　　　　優先的排出
第一節　はじめに
　腎臓は体内の老廃物や余分な水分・電解質を、尿を介して体外に排出する。尿
に多く含まれるタンパク質としては血清アルブミンが知られており、ラットでは
約60mgが1日で排出される（46，76）。この排出量は腎臓で濾過されるアルブミン
の0．1％未満であるものの、血漿アルブミン分解量のうち約2割に相当すると考え
られている（46，76，116）。そのため腎臓は身体全体のアルブミンクリアランスにお
いて、分解とは違う形で生体からの消失に関与している。
　しかしながら腎臓による変性アルブミンの排出機構についてはよくわかってい
ない。腎臓による排出経路や排出量において、修飾アルブミンはnativeアルブミ
ンとは違いが生じてくる（24，77，86）。アルブミンにおける電荷や立体構造がどれ
くらい排出機i構の変化に依存するのかは論争中であるが（112，125，164）、少なくと
も修飾アルブミンはnativeアルブミンに比べて、腎臓により尿中へ排出されやす
いことは認められている（7，24，77，109）。また糖尿病・虚血性心疾患・高血圧にお
いて尿中のアルブミンや修飾アルブミン濃度が増加することが報告されている
（12，126，130，131，165）。
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　前章までの結果から、生体で酸化ストレス誘導型変性アルブミンが血管内皮で
主に分解されることが示唆された（9，10）。もし尿中にこれら変性アルブミンの存
在が確認できれば、腎臓による変性アルブミンのクリアランスに関する直接の証
拠となり、変性アルブミン消失における腎クリアランスの関係も詳細に示せると
考える。そこで本章では最も酸化ストレス誘導型変性アルブミンの挙動が知られ
ている内毒素中毒ラットを用いて、腎臓における変性アルブミンの排出機構につ
いて調べた。
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第二節　内毒素中毒における尿中のアルブミン
　　　　　　　　　　　　試薬と実験方法
試薬
　クレアチニンはシグマ（株）、飽和ピクリン酸溶液は和光純薬工業より購入し
た。その他の試薬は本論文で関連する各章において述べられている。
尿の採取
　代謝研究用飼育ケージを用いた他、二章と同様の方法で飼育した。内毒素中毒
はLPSを5mg／kg体重（10）の濃度で腹腔内投与することで誘導した。尿は微生物
や消化酵素による分解を防ぐ為、滅菌チューブに4℃で回収した。更に24時間で
得られた尿サンプルから餌や糞などの微粒子を除去するため、2，000×gで20分
遠心し、更に上清を0．45μmブイルター（DISMIC－25cs；東洋濾紙（株））で濾過し
た。
糸球体濾過量（GFR）
　1．5m1容チューブに尿または血漿5μ1をとり、これに蒸留水45μ1を入れた（10
倍希釈）。一方でクレアチニン標準液（0．5mg／dl）50μ1を他の1．5m1容チューブ
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に入れた。飽和ピクリン酸溶液と2．5M　NaOHをそれぞれ100μ1ずつ全てのチュ
ーブに加えた。撹搾後、20分室温で放置し、蒸留水500μ1を加えてよく撹搾した。
530nmでの吸光度を測定し、以下の式から糸球体濾過量を算出した（11g）。
クレアチニン濃度（mg／dl）
＝0．5×10×（希釈試料の吸光度）／（標準液の吸光度）
糸球体濾過量＝尿クレアチニン濃度×尿量／血漿クレアチニン濃度
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結果
　まず変性アルブミンが尿中において存在するか調べた。特異的M－Alb抗体を用
いたWestern　Blot法によりD2・D3アルブミンが検出された（図5－1）。また
LPS投与により尿中で増加される様子が観察された為、ボリューム解析を行った。
　ボリューム解析の結果、コントロールにおいて尿中D2、D3アルブミン濃度は、
それぞれ0．11±0．01μ9／ml、1．73±0．05μ9／m1であった。またLPS投与によって・
それら変性アルブミンの尿中濃度が5倍近くにまで有意に増加することが示され
た（図5－2）。血中濃度と比較すると、尿中濃度はピークに達するまでの時間に
約1日の遅れがD2アルブミンにおいて認められた。
　アルブミン異性体は濃度ではなく割合で論じられることが多い。そこで総アル
ブミンに対する変性アルブミンの占める割合でも同様の変化を示すかどうか調べ
た。その結果、割合において濃度と同様の変化が観察された（図5－3）。更に尿
中のD2・D3アルブミンの割合は血中より高いことが示された。
　表1には尿排出のパラメータを示した。コントロールに比べ内毒素中毒では尿
量、糸球体濾過量が有意に減少した。このことからLPS投与によって腎臓の機能
が減少したことが示された。
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図5－1　LPS投与ラットの尿中における変性アルブミンの検出
　LPS投与1、2、3、4、5日後のラット尿中のD2・D3アルブミンは、　native　PAGEで分離し
PVDF膜に転写した後、特異的M－Alb抗体で検出した。　LPS投与0日とはコントロール（LPS
非投与）のことである。
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図5－2　LPS投与後の血中及び尿中D2，　D3アルブミンの定量分析
　図5－1に示した血中及び尿中D2、　D3アルブミンの蛍光強度は、　Fluorlmager　595によっ
て定量された。データはコントロールのシグナルを100％で表現した。パネル（A）はD2ア
ルブミン、（B）はD3アルブミンを表している。値は3～4匹のラットの平均±標準誤差であ
る。統計処理は、一元配置の分散分析、Fischerの多重比較を行った。＊P＜0，05、＊＊P＜0．01　VS．
Oday。黒棒は血中濃度、白棒は尿中濃度を示している。
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図5－3　LPS投与ラットの血中と尿中の変性アルブミン割合
血中と尿中の総アルブミン濃度を定量し、変性アルブミン／総アルブミンの割合を算出した。
（A）D2アルブミン／総アルブミン（B）D3アルブミン／総アルブミン。
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Sub°ects
Control　　Endotoxicosis
2da　s　after］LPS　i　°ection
Body　weight（g）
Urinary　protein　concentration（mg／ml）
Urinary　total　albumin　concentration（μg／ml）
Urine　flow　rate（ml／day）
Glomerular　filtration　rate　ml　min
271±6．01
1．43士0．79
40．1±0．74
9．67±0．44
0．94±0．08
210±5．77＊＊
1．65±0．18
40．0±0．37
5．50±1．00＊
0．44±0．11＊＊
表5－1コントロールと内毒素中毒における腎機能パラメータ
　内毒素中毒はLPSを腹腔内に投与することで誘導した。投与2日後、血液と尿サンプルを
回収した。血中と尿中アルブミンは抗ラットアルブミン抗体を用いたWestern　Blotにより定
量した。値は平均±標準誤差で示している（n＝3～5）。＊p＜0，05and＊＊p＜0．01　vs．　control．
第五章　腎臓による変性アルブミンの優先的排出
155
考察
　本章では2つの事実を明らかにした。1つは生理的変性アルブミン、D2・D3
の尿中における存在である。もう1つは腎臓においてこれら変性アルブミンが
nativeアルブミンより優先的に体外へ排出されることである。
尿中におけるD2・1）3アルブミンの発見
　尿中における変性アルブミンを特異的抗体を用いて検出を試みたところ、3種
類のバンドが検出された（図5－1）。native　PAGEにおける尿アルブミンの移動
度は、血中のnative・D2・D3アルブミン移動度（10）と一致していた。そのため尿
中における3種類のバンドをnative・D2・D3アルブミンと判断した。
　尿中のタンパク質組成は血液中のタンパク質に大きく関与する。LPS投与によ
って尿中のD2・D3アルブミン濃度が増加したことは、血液中のD2・D3アルブ
ミン濃度の増加と一致している（図5－2、文献（10））。LPS投与によって尿中に
D2・D3アルブミン濃度が増加した理由をこれらの結果（図5－1＆2）から考
えると、次の3つの可能性が考えられた。
　①血中濃度の増加
　②腎臓の機能低下
　③変性アルブミンはnativeアルブミンより排出されやすい
以上の仮説を検証する為、更なる実験を行った。
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変性アルブミンの優先的排出機構
　まず仮説①「血中濃度の増加」について更に調べるため、血中・尿中における
アルブミン全体に占める変性アルブミンの割合の比較を行った（図5－3）。尿中
における変性アルブミンの割合は、D2・D3アルブミンともに血中よりも多いこ
とが認められた。したがって図5－2＆3の結果は、濃度（割合）変化パターン
から尿中濃度が増加した一因が血中濃度の増加である証拠を示した。また変性ア
ルブミンの尿中濃度（割合）が血中濃度（割合）を上回っていることが、血液中
の変性アルブミンは積極的に腎臓によって排出される機構の存在を示唆した。
　次に仮説②「腎臓の機能低下」について調べるため、腎臓の生理的パラメータ
ーを測定した（表5－1）。尿におけるタンパク質排出量・総アルブミン排出量は
文献と一致している（131）。また糸球体濾過量のLPS投与による低下は、既に報告
されており、本研究の結果と一致する（3）。これらの結果から腎糸球体の濾過膜が
LPS投与によって影響を受け、　D2・D3アルブミンが血液中から尿中へ漏れやす
くなったことが示された。
　次節では仮説③について検証する。
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第三節　アルブミンの腎クリアランス
試薬と実験方法
試薬
　tetramethylrhodamine－isothiocyanate（TRITC）はMolecular　Probes社より購入した。
その他の試薬は本論文で関連する各章において述べられている。
TRITC標識アルブミンの腎クリアランス
　TRITC標識アルブミンの腎クリアランスはBurneら（18）の方法に従って測定し
た。まず3種類（native・D2・D3）のアルブミンをFITCと同様にTRITCで標識
した（第三章参照）。TRITC標識各アルブミン（5　mg／ml）は、それぞれ麻酔状態に
したラットの大腿静脈より0．2ml投与した。投与から12時間尿を回収し、採血
を行った。尿中及び血漿中のタンパク質をSDS－PAGEで分離後、モノマーバンド
の蛍光強度をFluorlmager595を用いて定量した。これら測定値をもとに、以下の
式からクリアランスを算出した（131）。
Fractinal　Clerance＝
（尿中アルブミン濃度／血中アルブミン濃度）×（尿の流速／糸球体濾過量）
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結果
　腎臓がnativeアルブミンより生理的変性アルブミンを排出しやすい仮説を更に
検証する為、TRITC標識したnative・D2・D3アルブミンを投与し、クリアラン
スを測定した。TRITC標識D2・D3アルブミンはTRITC標識nativeアルブミンに
比べて、それぞれ4．0倍・7．1倍クリアランスが有意に高かった。このことから腎
臓によって血中のD2・D3アルブミンが尿中へ速やかに排出されることが示され
た（図5－4）。
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考察
　本節では前節における仮説③「変性アルブミンはnativeアルブミンより排出さ
れやすい」について調べた。蛍光標識した3種類のアルブミン（native・D2・D3）
をそれぞれ正常なラット血液中に投与したところ、変性アルブミンD2・D3が
nativeアルブミンに比べて尿中に速やかに排出された（図5－4）。この結果は内
毒素中毒という疾病モデルに限らず、正常時においても変性アルブミンの腎臓に
よる積極的な排出機構が存在する直接的な証拠である。
　血中と尿中における修飾アルブミンを比較した研究は、糖化アルブミンが積極
的に排出される報告がいくつかある（44，55，77）。またpH処理（24）、中性化（86）、
放射能照射（171）したアルブミンも排出されやすい。仮説②で検証はしなかったも
のの、腎臓の尿細管においてnativeアルブミンは再吸収される（7，46）。これらの
報告は、変性アルブミンD2・D3の尿中への優先的排出機構の存在をサポートす
る。
　本章では尿中における生理的変性アルブミンの存在を初めて発見し、腎臓によ
る変性アルブミンの優先的排出機構を明らかにした。この機構は内毒素中毒など
の酸化ストレスによって生じた変性アルブミンを血液中から素早く消失する上で
関与すると考えられる。
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第六章
総括
　本研究の目的は、生体を構成するタンパク質のうち血清アルブミンをモデル分
子として、変性アルブミンの分解及び排出機構を解明することである。本研究で
は、この機構の解明につながる多くの成果を挙げた。
　以下に本研究の総括を記した。まず各章における変性アルブミンの研究成果を
まとめ、そこから重要でありながら未解決の点を明確にした。次に変性タンパク
質の蓄積に起因する疾患の治療への可能性についてふれ、最後に本研究の成果に
関する意義について簡単にまとめた。
各章の研究成果
以下に、本論文の各章において明らかにされた事実をまとめた（図6－1）。
第一章では、本研究の目的と背景を記述した。
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図6－1　本論文における各章の研究成果
　第二章では、変性アルブミンを生体から検出し単離する目的で，重篤な低アル
ブミン血症を伴う内毒素中毒のラットを作製し、変性アルブミンに特異的なエピ
トープを認識する抗体を用いて検索を行った。その結果，内毒素中毒ラットの血
液から2種類の変性アルブミンを認めた。構造解析の結果、これらが変性中間体
と完全変性状態であることが判明し、D2およびD3アルブミンと名づけた。
　第三章では、D2・D3アルブミンの生成原因と分解経路を調べた。5種類の酸
化ストレスモデルの血中変性アルブミンと酸化ストレスの指標であるTBARSを
測定したところ、高い相関関係が認められた。この結果からフリーラジカルによ
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る酸化が変性原因であることが示された。次に変性アルブミンが主に分解される
肝内皮細胞において、受容体9P18／30を介する経路を抗9P18／30抗体により阻害
すると、D3アルブミンの分解量が20％にまで減少した。この結果から、生体に
おけるD3アルブミン分解は主にgp18／30を介することが示された。
　第四章では、gp30の機能を更に調べた。　Westem　Blot法によりD3アルブミンが
gp30に結合すると、　gp30のチロシン残基がリン酸化されることが示された。共焦
点蛍光顕微鏡による観察から、細胞表面にあったgp30はD3アルブミンとの結合
により凝集化して取り込まれた後、再び細胞表面に現れ再利用されることが示さ
れた。次に細胞外の変性アルブミン濃度を増やしたところ、gp30の再利用速度が
上昇し、細胞内変性アルブミンの分解量が増加した。これらの結果から、血液中
で変性アルブミンが増加することで分解される必要性が高まった時、血管内から
変性アルブミンを素早く分解する合理的な機構が存在すると考えられる。
　第五章では、変性アルブミンの腎クリアランスについて調べた。内毒素中毒に
おける尿中のD2・D3アルブミン濃度を定量したところ、コントロールに比べ有
意に増加していた。また蛍光標識したnative・D2・D3アルブミンを大腿静脈から
血中に投与したところ、nativeアルブミンに比べD2・D3アルブミンのクリアラ
ンスが有意に高かった。これらの結果から腎臓には、血液中の変性アルブミンを
積極的に体外へ排出する合理的な機構が存在することが明らかになった。
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各章における研究成果の関連性
　序章で述べたように、生体内における異常タンパク質の選択的な消失機構は、
1970年代に少なくとも予測されていた（52，53）。各章の発見内容は総括することで、
変性アルブミンの選択的消失機構における概略図が完成できた。また変性アルブ
ミンにおける酸化ストレスマーカーとしての側面を明らかにした。
　血液中に変性タンパク質が増加すると、血管内皮が受容体により濃度を感知し
て分解能力を上昇させ、腎臓では積極的に排出する。本研究の成果より得られる
このような一連のイメージは、生体の変性タンパク質における選択的消失機構の
証拠の1つとなった。代謝回転の観点から1つの変性タンパク質について、分解
と排出の両面からアプローチした報告はほとんどなく、更に変性タンパク質の消
失機構を明瞭にした意義は大きい。
　また、D2・D3アルブミンに酸化ストレスマーカーとしての価値が認められた。
第二章で発見されたD2・D3アルブミンは、第三章で酸化ストレスにより生じる
ものであることを明らかにした。第五章ではD2・D3アルブミンの尿中濃度も、
内毒素中毒（酸化ストレス）で増加していることが示された。バイオマーカーは
予防医学の観点から、健康診断で併用できる尿中あるいは血中物質が好ましい
（45）。本研究では生体内の酸化ストレスを表す新たな指標として、D2・D3アルブ
ミンが利用できることを初めて示した。
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タンパク質の代謝回転における本研究の貢献
　生体内で変性タンパク質が選別後に消失することに関する疑問に対して、概略
は現在までの代謝回転研究から答えられる。しかし多くの基礎的問題が残ってお
り、その一部分に本研究の成果が解答することができる。
　分解機構に関しては、受容体を介したエンドサイトーシスによる変性タンパク
質の分解経路において、LDLと比べて理解が約20年遅れているアルブミンに関
する理解を深めた（15）。本研究はスカベンジャー受容体と結合する生理的リガン
ドD3アルブミンの発見をきっかけに、結合から分解までの質的及び量的パラメ
ータ・輸送小胞・受容体再利用を含めたエンドサイトーシス過程を明らかにした。
今後はLDLと同様、受容体の立体構造の解明、そしてリガンドと受容体の結合部
位を双方同定する研究が期待される。ただ本研究におけるリガンド濃度に対応し
たスカベンジャー受容体における再利用速度の調節システムは、他のスカベンジ
ャー受容体で報告はなく、特筆すべき発見である。
　尿中への排出機構に関しては、変性タンパク質が排出されやすいというin　vivo
の証拠を本研究で初めて提示できた。しかしタンパク質変性により腎臓のどこの
細胞あるいは受容体で結合が変化して、排出量がどれくらい増加するのか？腎臓
におけるタンパク質の排出機構はアルブミンが最も研究されているが、本研究の
成果を含めてもこの問いには推測の範囲内でしか答えられない。今後はD2／D3
アルブミンを用いた腎臓における受容体レベルの解析が期待される。
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本研究における未解決の点
　前述したようにアルブミンの分解及び排出機構を完全解明するには、更なる研
究が必要である。本研究で明らかにしていない大切な2点をまとめ、以下に述べ
る。
①アルブミンの選択的分解につながる明らかな立体構造
　　本研究では、酸化ストレスにより血中アルブミンの1～9％が3次構造を失
　い、主に9P18／30を介した経路で分解されるという点を明らかにしている。し
　かしgp18／30はアルブミン分子のどこを認識しているのかという明確な答えは
　得ていない。おそらく他のスカベンジャー受容体と同様、アルブミン分子の内
　部には、変性により露出してgp18／30に結合する数個のアミノ酸配列が存在す
　ると思われる。
②変性アルブミンの生成速度と消失速度
　　本論文では、変性アルブミンは素早く分解されると説明してきた。しかしそ
　の「素早く」とはnativeアルブミンと比較したものであって、速度を厳密に数
　値化できていない。血液中のアルブミン濃度は、血管透過性（腎クリアランス
　含む）・合成速度・分解速度の3つに大きく左右される。そのため変性アルブミ
　ンの生成（nativeからの変換）速度と分解速度を正確に求めようとするならば、
　血管透過性も定量する必要がある（図6－2）。
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図6－2　血液中の変性アルブミン濃度を決定する要因
　今後の研究でこれら未解決の2点が明らかにされた時、質（立体構造や選択的
経路）と量（濃度や移動速度）が考慮されたアルブミン分解及び排出機構の概略
図が完成するだろう。
医療面への応用
本研究の成果からフォールディング病の有効な治療法につながる発見は、大き
く3点存在すると考えられる。
①変性タンパク質に特異的な抗体の作製法
　　蓄積タンパク質の消失による治療法の基本は、原因タンパク質の変性部位に
　作用薬（と運搬物質の複合体）を結合させることが鍵となる。本研究では変性
　部位を特定することなく、ポリクロナール特異的抗体を作製することに成功し
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た。この手法は変性部位が明らかでない場合でも、nativeと変性タンパク質の
抗原決定部位の違いから、1種類から複数種類までの結合物質を作製できる（71，
81）。変性部位を決定する労力と時間は多大なことから、この作製法のメリット
は大きいと思われる（50，71）。
②内皮細胞受容体の再利用促進
　　この応用は目的タンパク質に対応する受容体が細胞膜に存在していることが
　条件となる。抗体の再利用率を向上させる方法は最近報告されている（93）が、
　再利用速度を促進させる着眼点から研究された報告はほとんどない。受容体の
　再利用速度（目的タンパク質の取り込み）を促進させるには、本研究のように
　抗体処理などで特異的に受容体を活性化させることが有効だろう。輸送小胞に
　関連するシグナル伝達物質（140，144，147）により薬剤一目的物質の取り込みを変
　化させる試みもあるが、小胞段階の調節では他のタンパク質取り込み量も左右
　するため、代謝異常による副作用が発生するリスクがある（135）。
③変性タンパク質の腎クリアランス
　　この応用は血漿タンパク質に限定される。本研究は、目的タンパク質の酸化
　により分子の電荷や立体構造を変化させれば、腎臓により体外へ特異的かつ選
　択的に排出できることを示している。酸化させる薬剤一目的タンパク質結合物
　質の複合体が作製できれば、更なる変性及び断片化により血液中からの特異的
　排出が可能になると思われる。
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まとめ
　本論文では生体内に存在する変性アルブミンを2つ発見した。そしてその1っ
D3アルブミンが、酸化ストレスにより生成し、主に受容体gp　18／30を介した取り
込みによって分解され、また腎臓から積極的に体外へ排出される一連の流れを明
らかにした。この流れが本研究の最も大きな成果であり、変性アルブミンの優先
的分解及び排出機構を初めて浮き彫りにした。
　各章で発見した現象は単独でも新たな発見の為、意義があるものと考えられる。
しかしそれら現象をつなげることで得られた一連の流れは、変性アルブミンの生
成から消失までの概略図を形成する為、極めて大きな意義があるものと考えられ
る。この事実は生体の1つの仕組みを明らかにしただけでなく、変性タンパク質
の蓄積に起因する疾患における治療への基礎となることを期待したい。
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Isolation　and　characterization　of　denatured　serum　albumin
from　rats　with　endotoxicosis
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Abstract
　　Due　to　its　rapid　breakdown　in　the　bQdy」denatured　serum　a］bumin　has　not　been　identified　in　biolog重cal　samplcs．　In　this　study　we　attempted
to　detemlhle　whe出er　dena田red　albumin　could　be　identi且ed　hHats　wi　h　endotoxicosis．　Male　Wistar　rats　were　inj°ected　with
llpopolysacchahde（LPS；5　mgA（g　body　weight）．　Plasma　albumin　concentration　decreased　to　one－third　the　normal　leve1　at　2　days　after
the　i可ection，　By　using　the　purified　IgG　against　tle　specific　ep’itope　of　chemically　denatured　aibumin，　tWo　immunoreactive　plasma　proteins
（ballds　D2　and　D3）were　identified　by　native　PAGE　fbllowed　by　Westem　blot　analysis．　The　plasma　concentration　of　these　two　proteins
increased　significant韮y　ad　and　l　5　days　after　LPS　i切ection．　Peptide　mass丘ngerprinting　using　matrix－assisted　laser　desorption／ionization－
time　of　fiigh．t　mass　spectrometry（MALDIITOF－MS）jdenti行ed　these　two　proteins　as　serum　aibumin．　In　order　to　characte㎡ze　their
conformational　natUre，　ion－exchange　chromatography　was　used　to　isolate　D2　and　D3　albun〕ins恥m　rats　i切ected　wlth　LPS．　Far－and　near－UV
circular　dichroism（CD），　tワptophall　and　1－anilino－8－naphthalenesulfbnate（ANS）fluorescence，　and　proteolytic　susceptibility　showed
confonnational　alterations　in　the　D2　and　D3　albumlns　as　compared　wi出native　albumin．　These　data　indicate　the　presence　of　denatUred
albumin　in　circulating　rat　plasma，　and　this　fact　may　eontribute　to　a　further　unders　tand’ing　ofthe　molecular　mechanisms　of　albumin　breakdown
in　pllysiological　alld　pathophysiological　collditions．
◎2003Elsevier　Science　B．V　All　rights　reserved．
Keyw，ords’Serum　albumin；Protein　denaturation；MALDILrOF－MS；Fluorescence；Mpopolisaccharide；Acute　infiammation
1．Introduction
　　It　is　generany　accepted　that　denatured　proteins　are
degraded　quickly　in　the　body．　This　phenomenon　is　thought
to　be　a　reaction　that　elinlinates　1ヤom　the　body　confbrma－
donally　changed　and／or　biolog｛cally　inactive　proteins．　How－
ever，　the　mechanisms　responsible　fbr　this　pllenomenon　have
not　been　defined　on　a　mol．ecular　basis．
　　Serum　albumin，　the　most　abundant　protein　in　circulatlng
pIasma，　decreases　in　concentration　under　acute　inflamma－
tion　and　is　known　as　one　of　the　negative　acute－phase
proteins　l’i］．　One　of　the　reasolls　fbr　albumin’s　decreased
concentration　is　its　transvascular　movement（丘om　intra－to
extravasculary）due　to　an　increased　pc㎜ea．bility　of　the
vasculature　during　acute　inflammation［21，　Another　reason
ls　a　change　in　its　synthesis　and　degradation　rate　during　this
period．　Rout　ct　aL［3］recently　reported　that　the　synthesis
＊Corresponding　author．　Tel．／fax：＋81。44－934－7838，
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rate　of　albulnin　increased　in　rats　infヒcted　with　Escherichia
coli　despite　a　decrease　in　the　abundance　of　albumln　m．RNA．
The　 egradation　rate　of　albumin　has　not　been　elucidated
b cause　the　disappearance　of　labeled　albu．min　ffom　the
cjrcu豆atjng　 lood　does　not　indicate　the　degradation　of
albumin　dur g　this　pehod．　If　the　decreased　concentration
of　albumi 　du血g　acute　inflammation　is　due　not　only　to　the
transvascular　movement　of　albumin　but　also　to　the　increased
rate　of　deg adation，　the　acute　phase　can　be　used　as　an　in
vivo　model　to　search　f（）r　denatured　albumin　and　to　study　the
mechanisms　of　 lbumin　degradation。
　　Chemically　modi負ed　albumin，　such　as　formaldehyde－
tr ated　and　maleylated　albumin，　has　long　been　used　to　study
the　breakdown　mec anisms　of　denatured　albumin．　Schnitzer
a dBravo［4］us d modified　albuniin　to　revea1　that　scavenger
receptors（gp　18，　gp30）were　expressed　on　nonparenchymal
liver　ceIls uch　as　endodlelial　cells，　Since　endothelia茎ceIls　are
among　those　cells　that　compose　vasculature，　it　is　generalIy
accepted　that　denatured　albumin　is　degraded　in　all　the　body’s
orgalls．　But　there　is　no　evidence　fbr　the　presence　ofdenatured
albumin　in　the　biological　samples．
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　　In　hght　of　the　above，　we　used　to　purified　IgG　against　the
specific　epitope　of　maleylated　albumin　in　an　attempt　to
identify　denatured　albumin　in　the　plasma　of　rats珂ected
with　lipopolysacchahde（LPS），　and　also　tried　to　the　char－
acterize　the　conforniational　natUre　of　the　denatUred　albumin．
We　believe　that　this　may　contribute　to　the　understanding　one
of　the　molecular．mechanisms　of　albumin　breakdown　in
vivo，　and　of　decreased　albumin　concentratlon　during　acute
in月alnmation．
2．Materials　and　methods
2，1．ノtttaterials
　　Lipopolysaccharide（from　E．　co1’serotype，　type　L－4130），
八しacetyl－L－tryptophanamide（NATA），　TPCK－treated　trypsin，
soybean　trypsin　inhibitor，　andα一cyano－4－hydroxy　cinnam｛c
acid（α一CHCA）were　purchased　from　Sigma　Chemical　Co．
（St．　Louis，　MO，　USA）．　Blue　Sepharose　CL－6B，　Sephacryl　S－
300，and　DEAE　Sephadex　A－50　were　from　Amersham
Biosciences　Corp．（Piscataway，　NJ，　USA）。　Sequencing　grade
modi丘ed　trypsin　was丘om　Promega　Colp．（Madison，　WI，
USA）．　SYPRO　Orange　was仕om　Molecular　Probes，　Inc．
（Eugene，　OR，　USA）．　Fluorescein　isothiocyanate（FITC）－
labeled　anti　rabbit　IgG（goat）was　from　Vector　Laboratories，
Inc。（Burlingame，　CA，　USA）．2，4，6－Trinitrobenzenesulfbnic
acid（TNBS）was　f｝om　Kanto　Kagaku　Corp．（Tokyo，　Japan）．
Maleic　anhydride，1－anilino－8－naphthalenesulfonate（ANS），
HPLC　grade　acetonitrile，　sequenchn99rade　trinuoroacetic
acid（TFA），　and　acryI．amide　were　from　Wako　Pure　Chem－
ical　Industries，　Ltd．（Osaka，　Japan）．　Circular　dichroism
（CD）analysis　grade　D－10－camphorsulfbnic　acid（amlno－
nium　salt）was丘om　Sigrna　Ald㎡ch　Japan　Co。（Tokyo，
Japan）．　EP－MB（electrophoretical　and　molecular　biology）
grade　urea　was　from　Boeh血ger　Ingelheim（lngclheim，
Germany）．　All　other　chemicals　used　were　of　analytica且
grade．
2．2．．Animals
2．3．P㍑’響哲cα”oηand　maleylation（～〆1　native　albumin
　　Rat　serum　albumin　was　puri且ed　according　to　the　method
of　Travis　e 　aL［5，6］．　Blood　samples　were　collected　fヒom　the
inferior　vena cava　 to　a　hepar｛nized　glass　syringe，　and
centrifUged　at　1200×gfbr　20．min　at　4°C．　The　plasma　was
dialyzed　against　50　mM　Tiis－HCI　buffer（pH　7．0）contain－
ing　50　mM　sodium．　ch．10ride，　then　applied　to　a　B】ue
Sepharose　Cレ6B　column（25×5cm）．　After　washing　with
the　same　buffer，　the　bound　albumin　was　eluted什om　the
colu㎜wi血50　mM顎s－HCI　bu銑r（pH　7．0）conta血血g　2
Msodium　chloride．　The　albuInin｛iaction　was　concentrated
using　a　Centriplus－50（Millipore　Corp．；Bedfbrd，　MA，　USA）
after　being　dialyzed　agains．t　phosphate　buffbred　saline
（PBS）．　It　was　then　applied　to　a　Sephacryl　S－300　column
（25×80cm）and　eluted　at　a　flow　rate　of　9．6　ml／h．　The
major　frac ion　eluted　at　about　20　m藍was　used　as‘‘native
albumin”in　thls　study．　The　puhty　of　the　albumin　was
confirmed　by SDS－PAGE（75％acrylamide）［71．
　 The　maleylation　of　albumin　was　perfbrmed　according　to
ameth d desc ibed　previously［8】．　Afier　being　dialyzed
against　O．I　M sodium　pyrophosphate　buffヒr（pH　9．0），　the
purified　albumi1（51nl　of　4　mg／ml）was　mixed　with　O．5　ml
of　1　M　maleic　anhydride　in　1，4－dioxane　at　pH　9．O　and　left
f（）r5min　at　2°C，　then　dialyzed　against　PBS．　Tb　confirm　the
rate　 f　maleylat on 　f士ee　amino　groups　of　albumin　were
detenni d　usi g　the　TNBS　nlethod［9］．　The　maleylated
albumin（1　m1，0．5－1．O　mg／m1）was　mixed　with　l　ml　of　O．1
M　sodium　carbonate　bicarbonate　buffer（pH　9．0）and　11nl　of
O．i％TNBS．　Tlle　solution　was　tllen　le食fbr　2　h　at　40°C。
After　the　addition　of　l　ml　of　10％SDS　and　O．5　ml　of　l　N
HCI　to　stop　the　reaction，　absorbance（335　nm）was　deter－
mined　by　a　spectrophotometer（F　l　l　OO，　Hitachi　Co．，　Japan）．
The　rate　of　maleylation　was　calculated　based　on　the　stand－
ard　 rve，　which　was　previously　obtained　using　native
album n．　Protein　concentration　was　dctcmlined　according
to　the　method　of　Bradfbrd［1．⑪］．
2．4．Preparatわηqズαη’∫ηα’ゴyθ一and〃ialeylated　albu〃7加
（M－／望lb）antiserun1
　　Male　Wistar　rats（6　weeks　old）and　Japanese　White
male　rabbits（12　weeks　old）were　purchased　f士om　Japan
Laboratory　Animals，　Inc．（Tokyo，　Japan）．　They　were
housed　in　a　light　cycle　room（light倉om　8　AM　to　8
PM）at　a　temperature　of　22°C　and　allowed　to　freely
access　com皿ercial　chow　and　water　fbr　l　week．　Blood
samples　from　both　animals　were　collected　under　Nembutal
anesthesia（50　mg／kg　body　weight）．　They　were　sacrificed
by　thoracic　inclsion　after　the　withdrawal　of　the　blood
samples．　Acute－phase　reaction　was　induced　by　the　intra－
per呈toneal両ection　of　LPS（5　mg／kg　body　weight）．　All　the
procedures　conceming　the　animal　experiments　were　car－
ried　out　according　to　the　guidelines　established　by　the
‘Institutional　Animal　Care　alld　Use　Committee，　Meiji
University’．
　 　male　rabbits　werc　immunized　with
native－or　M－Alb．　Freund’s　complete　a（恥vant　was　uscd
f（｝rthe　first　immunization　and｛ncomplete　a（恥vant　was　used
for　those　fbllowing［Il］．　After　several　subcutaneous切ec－
tions　of　antig n，　whole　blood　was　withdrawn　from　the
carotld　artery　un er　Nembutal　anesthesia．
　　To　prepar 　th 　purified　lgG　against　the　speci丘c　epitope　of
M－Alb，　anti－M－Alb　antiserum　was　subjected　to　ammonium
sulfate f士ac ionati n　and　to　subtraction　oflgG　that　recognizes
the　epitope　ofnative　albumin　by　immunoprecipitation．　IgG．in
anti－M－Alb　an iserum（50　ml）was　fピactionated　by　33％
saturation of　ammonium　sulfate．　The　IgG　fraction　was　then
mixed　with　an excessive　amount（60　mg）ofnative　albumin
alld　left　fbr　l day　at　4°C．　IgG－native　albumin　complex　was
removed　by　centrifUgation　at　l　2000×gfbr　20　min　at　4°C，
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The　supematant　was　then　applied　to　a　Blue　Sepharose　CL－6B
column（25×5cm）in　order　to　remove　free　native　albumin，
The　lgG　purified　in　this　manner　was　used　for　the　detection　of
denatured　albumin　in　the　rat　plasma．
2．5．9uantlfication　and　idennfication　qズimmunoreactive
刑，1）2，and　1）3　proteins
　　Plasma　concentration　of　whole　serum　albumin　was
determined　using　the　Westeni　blot　method．　After　perfonn－
ing　SDS－PAGE（75％acrylamide），　proteins　were　trans－
ferred　onto　a　polyvinylidene　difluoride（PVDF）nlembrane
at　50　V　fbr　2　h，　and　whole　serum　albumin　was　detected
using　anti－native　albumin　antiserum　and　FITC－labeled　anti－
rabbit　IgG（goat）．　The　fluorescence　intensity　was　deter－
mined　using　a　Fluorlmager　595（Amersham　Biosiences）．
To　detect　and　quantify　the　immunoreactive　proteins　with
IgG　against　the　specific　epitope　ofM－Alb，5pl　of　l　OO　fold－
diluted　rat　plasma　was　su切ectcd　to　native　PAGE（75％
acrylamide）［芸2】，　and　proteins　were　transferred　onto　a
PVDF　membrane　at　50　V　fbr　2　b．　Immunoreact｛ve　proteins
with　tlle　IgG　were　detected　using　FITC－1abeled　anti－rabbit
IgG（goat），　Fiuorescence　intensity　was　quantified　in　the
same　mann．er　as　described　above．
　　LPS　dose　dependency　on　the　appearance　of　D2　and　D3
proteins　was　investigated　as　fbllows：Twenty－fbur　rats　were
divided　into　6　groups（4　rats　each）．　LPS　was　i1噂ected　intra－
peritoneaUy　at　doses　of　O．00，1．25，250，3．75，5．00，　and　6．25
mg／kg　body　weight．　Blood　samples　were　collected　at　L5days
after　the　i司ect圭on．　D2　and　D3　proteins　were　detemniined　by
means　of　the　same　manner　as　described　above．
　　Protein　identification　by　peptide　mass　fingerprinting　was
employed　in　order　to　eliminate　the　misunderstanding　owing
to　non－specific　binding　of　the　ant量bod》r．　The　protein　bands
separated　by　native　PAGE　were　excised　and　gel　pieces　were
placed　into　the　cell　of　the　electroelution　apParatus　（422，
Electroeluter，　Bio－Rad　Laborator｛es，　Inc．；Hercules，　CA，
USA）filled　with　2．5　mM　Tris　and　19．2　mM　glycine　buffer．
The　proteins　were　then　su切ected　to　SDS－PAGE　followed　by
in－gel　digestion［B，董4｝Bri．efly，　protein　bands　separated　by
SDS－PAGE　were　excised　and　washed　several　times　with　l　OO
mM　sodium　hydrogen　carbonatc．　A丘cr　being　dehydrated
wi出100％acetonitrile，　gel　segments　were　rehydrated　with
lO　pl　of　50　mM　sodium　hydrogen　carbonate　and　5　mM
calcium　cllloride　containing　sequence　grade　trypsin（12．5　ng／
pl）and　kept　f（）r　16　h　at　37　°C．　ZipTip　C18　pipette　tips
（Millipore）were　utilized　to　condense　peptides　and　to　remove
inorganic　compounds．　Onc　micro1重ter　of　cach　of　the　peptide
samples　was　placed　onto　the　sample　plate　of　a　mass　spec－
trometer（Vbyager－DE　PRO，　Applied　Biosystems；Foster
City，　CA，　USA）。α一CHCA　was　used　fbr　tlle　matrix，　wllile
angiotensin　1　and　adrenocorticotropic　hormone（ACTH）were
used　as　standards．　Mass　spectra　were　taken　in　the’m／z　range　of
1000－2600．Protein　identification　was　performed　using　the
peptide　mass　database　facilitated　by　the　MS－Fit　program
htt茎）：！1p．rospe（）to1㌔uCS£eduA：lcsf：h鳶γユ．1401ms．后t．htm今．
2．6． Char cterization　（ゾ　’配〃lunoreactゴvε　1）2　and　1）3
albu〃lins
2．6．1．．lsolation
　　Rat　serum　albumin　derived　f士om　rats　i可ected　with　LPS
（5mg／kg　body　weight）was　purified　in　the　same　manner
as　Method　2．3．　The　purified　albumin（400　mg）was　then
apphed　to　a　DEAE　Sephadex　A－50　column（1．6×9cm）．
The　column　elutes，50　mM　and　200　mM　sodium　phos－
p ate　buffer（pH　7．0），　were　monitored　at　280　nm．
Albumins　in　separated　ffactions　were　then　applied　to　the
native．PAGE，　and　the　relative　migration　distance　was
compared　with　those　of　tlle　albumin　detected　using
Me hod　2．5．
2．6．2．CZ）’neasurements
　　CD　measuremen s　were　performed　according　to　the
method　deschbed　previously［15］．　All　measuremen．ts　were
perform d　at　25℃using　a　spectropolarimeter（J－805，　Jasco
Corp．；Tokyo，　Japan）．　The　instrument　was　calibrated　using
CD　 nalysis　grade　D－10－camphorsulfbnic　acid（ammonium
salt）．　Scan　speed　and　response　time　were　set　at　20　nm／min
and　1　s，　respectively．　Far－UV　CD　spectra（200－250．㎜）
were　obtained　using　a　O．1－cm　path　len．gth　cell　at　a　protein
concentratio 　of　l．8　FM　in　sodium　phosphate　bu脆r（pH
7．0）．Ncar－UV　CD　spectra（250－300　nm）were　measured
us ng　a　1－cm　path　length　cell　at　a　pro．tein　concentration　of　1　8
pM　in　so ium　phosphate　buffer（pH　7．0）．
　The　results　are　expressed　as　mean　residue　ellipticity
（MRE），　which　is　defmed　as
MRE　＝：　e，b、／10×C×NA×1，
whereθ。b、　is　the　observed　ellipticity　in　millidegrees，　C　is　the
protein　concentration　in　nユol　I－1，NA　is　the　number　ofanlino
acids　per　protein（rat　serum　albumin；584），　and　l　is　path
length　in　centimeter．　Helical　contents　of　the　proteins　were
ca正culated　using　tlle　fbHowing　equation　as　described　using
the　method　of　Cllen　et　aL　［16】：
％hcl x＝（MRE222－　2340／30300）×100
2．6．3．Trp　and　14ハ忍ノ1uorescence〃zeasu「ements
　　Tryptophan　fluorescences　of　three　different　albumins
（M，D2，　and　D3）were　mcasured　according　to　the　method
of　Muzammil　et　al．［1．7］．　The且uorescence　spectra　were
measured　at　25°C　with　a　1－cm　path　length　cell　on　a
伽orescence　spectrophotometer（F－4000，　H｛tachi）at　a
protein　concentration　of　1．8μM　in　50　mM　sodium
phosphate　buffer（pH　7．0），　The　em｛ssion　spectra　of
噂ptophan　nuoresc nce　excited　at　280㎜were　recorded
in　t 　range　of　300－400　nm。　The　2max（fluorescence
maximu ）was　obtained　based　on　a　computer　assisted
da a　analys s of　each　spectrum．　For　ANS－binding　studies，
each　protein　solution　was　mlxed　with　ANS　in　order　to
R．8”oe’aL／Biochitnica　et　8’qρ乃ア∫’‘α／lc’a　1646‘2003♪　100－111 103
obtain　a　fina
and　ANS，　respectively．
fluorescence　excited　at
range　of　400－600　nm．
1co centration　of　1．8　and　125μM　for　protein???em且SSIon
nm　were
spectra　of　ANS
recorded　in　the
2，6．4．ACjっ71α’nide　quenching
　　Acrylamide　quenchings　of　Trp　fluorescence　of　three
different　a】bumins　were　measured　according　to　the　method
described　previously［18］．　Protein（18μM），　NA’「A（18μM），
and　acrylamide（5　M）solutions　were　preparcd　as　stock
solutions　using　501nM　sodium　phosphate　buffer（pH　7．0）．
These　stock　solutions　were　mixed　to　obtain　a　desired
acrylamide　conccntration　in　l．8μM　albumins　or　NArA．
Emission　spectra　excited　at　295　nm　of　these　solutions　were
recorded　ill　the　range　300－400　nnl．　The　decrease　in　fluo－
rcscellcc　intensity　atλmax　was　analyscd　according　to　the
Stern－Volmer　equation［19］
Fo／Frl十Ksv（9），
where凡and　F　are　fluorescence　intensities　at　tlle　apPro－
priate　wavelength　in　the　absence　and　prescnce　of　the
quencher（acrylamide），　respcctively．　The　Ksv　is　the　colli－
sional　quenching　constant，　and（9）is　the　concentration　of
the　quenchcI㌦
2．6．5．し1｝rea－inducec／denatura’ion
　　Urea　denaturation　of　threc　differcnt　albumins　was　per－
foi7mcd　according　to　the　method　dcscribed　prcviously［20】．
Protein　stock　solutions（18μM）and　a　urea　stock　solution
（10M）werc　prepared　using　50　mM　sodium　phosphate
buffヒr（pH　7．0）．　These　stock　solutions　were　mixed　to　Inakc
atest　solution　containlllg　a　desired　urea　concentratioll　in　l・8
μM　albumins．　The　Trp　fluoresccnce　was　measured　a食er　10－
12hillcubation　at　roorn　temperature．
2．6．6．」P’ηご804vπc　susceptibiliリノ
　　Proteolytic　susceptibility　of　tllree　diffヒrent　albumins
（N1，D2，　and　D3）was　evaluated　by　the　method　desclibed
previously［2！，22i．　N　1，　D2，　and　D3　albumins　were　dia－
1yzed　against　50　mM　sodium　phosphatc　buffer（pH　7．8）．
One　mmiliter　of　each　protein（1　mg／m1）was　digested　with
lOμl　of　TPCK－treated　trypsin（1　mg／ml）at　37°C．
Proteolytic　reaction　was　terminated　at　the　beginning　of　O，
5，15，30，60，and　100　nlin　by　mixing　with　10μl　of　trypsin
inhibitor　solution（3．4　mg／ml）．　The　solution　was　then
mixed　with　denaturation　buffヒr（3％SDS　and　l．2％2－
mercaptocthanol），　and　boilcd　fbr　l　O　min，　alld　then　sub－
jected　to　SDS－PAGE　analysis．　The　fluorescence　lntensItles
of　the　nlonomer　bands　were　detemined　in　the　same
manner　as　described　ill　Method　25．
　　Values　are　given　as　lnean±S．E，　Statistical　signi行cance
was　evaluated　using　one－way　analysis　of　valiance　fbllowed
by　Fisher’s　multiple　range　test．　Differences　were　considered
significant　when　1）＜0．05．
3．Results
　　In　tllis　study，　we　tried　first　to　purify　the　rat　serum
albumin，　and　then　made　chemically　modified　the　albulnin
using　maleic　anhydride　in　order　to　obtain　anti－sera　against
native　and　denatured　albumin．　As　shown　in　Fig．1，two－step
column　 hromatography，　Blue　Sepharose　CL－6B　and
Sephacryl S－300，　provided　a　single　band　of　aibumin　on
SDS－PAGE．　Maleylation　of　the　amino　groups　of　the　albu－
min　molecule　occurrcd　at　96％efficiency　as　estimated　using
he　TNBS　method，
　　Intraperitoneal　injection　of　LPS　caused　a　significant
decrcase（64％）in　plasnla　concentrations　of　albumin　at　2
days　after　the　injection（Fig．2）．　The　concentration　then
gradually　recovered　to　about　97％at　5　days　after　the　injection・
　　Fig．3shows　the W¢stem　blot　profilc　of　immunoreactivc
plasma　proteins　detected　by　the　purified　IgG　against　the
s．　pecific　epitope　of　maleylated　albumin（a）and　anti－maley－
lated　albumin　antisemm　（b）．　Band　N　l，which　is　cormnonly
observed　in　panels（a）and（b），　is　in　the　position　of　native
albumin　as　judged　by　the　fact　that　the　most　abundant　plasma
protein　migrates　to　the　same　position　in　native　PAGE　gel　with
Coomassie　brilliant　blue　staining（data　not　shown），　while　D2
and　D3　were　observed　characteristically　at　lanes　2，3，alld4（at
l，L5，　and　2　days　after　LPS　injection，　respectively）in　Panel
（a）．Thcsc　two　bands　are　detected　using　the　purified　IgG
against　the　specific　epitope　ofM－Alb，　but　not　detected　using
antレM－Alb　antiserum．　The　Rfvalue　ofbands　N　1，D2，and　D3
werc　O54，0．38，　and　O．26，　rcspectively．
　　　Fig．4sllows　changes　in　the　concentrations　of　bands　D2
and　D3　after　i可ection　of　LPS．　The　D2　protein　increased
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Fig，1，SDS－PAGE　pro創e　of　the　purif『ed　rat　serum　albumin．　Rat　serum
albumm　was　pu置ified　by　two－step　column　chromatography．　Blu¢Sepharose
CL－6B　and　Sephacry1　S－300．The　puri　ficd　albumin　was　applied　to　acrylamidc
gel（7，5％）．　and　staincd　 iしh　SYPRO　Orange．　Th¢imagc　was　capturcd
tluoromctrically．　Lanc　1，　molccular　wcight　standard：　lanc　2，　puri重lcd
albumin．　We　utiiized　this　albumin　as“native　albumin”in　this　study．
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Fig．2．　Changes　ill　plasma　concentration　of　serum　albumin　after
administration　of　LPS．　Rats　were　injectcd　with　LPS（5　mg〆kg　body
weight），　and　blood　was　sampled　on　the　days　indicated（the　horizontal　axis）．
Serum　albumin　concentration　was　determined　by　Westem　blot　ana［ysis
using　anti－native　albumin　antiscrum　and　HTC－labelcd　anti－rabbit　IgG
（goat），　Fluorescence　intensity　was　quantified　using　a　Fluorlmager　595．
Values　arc　means±S．E。　of　three　rats．　Statistical　significance　was　evaluated
using　one－way　analysis　of　valiance　followed　by　Fisheビs　multiple　range
tcsts．＊Pく0，05　and＊＊＊Pく0．001　vs．　controL
significantly　at　l　and　L5　days，　and　D3　increased　at　15and
2days　after　the　injection．
　　To　confilm　whether　thcse　immunoreactive　p且・oteins（N　l，
D2，　and　D3）were　specifically　recognized　by　thc　purified
IgG，　these　proteins　were　identified　by　peptide　mass　finger－
printing　fbllowed　by　the　MS－Fit　on－1inc　program．　The　bands
Nl，D2，　and　D3　wcre　excised　from　the　gel　and　each　protein
was　eluted　electrically．　Fig．5shows　the　matrix－assisted
laser　desorption／ionization－time　of且ight（MALDIITOF）
mass　spectrum　of　tryptic　peptides　of　the　D3　protein．　This
protein　was　identified　as　rat　serum　album｛n　based　on　the
NCBI　database　accessed　through　the　MS－Fit　on－line　pro－
gram．　The　N　l　and　D2　proteins　werc　also　identified　as　scrum
albumin　in　the　same　manner（data　not　shown）．
　　　Next，　we　tried　to　characterize　the　D2　and　D3　proteins．　For
this　pmpose，　rat　plasma（30　ml）from　15days　after　the　LPS
injection　was　subjected　to　two－step　column　chromatography
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Fig．4．　Quantitativc　analysis　ofthc　D2　and　D3　proteins　along　with　the　days
aftcr　LPS監njection．　Fluorescence　intensities　of　the　D2　and　D3　proteins
shown　in　Fig．3were　quantificd　using　a　Fluorlmager　595，　Data　are
expr¢ssed　as　a　percentage　of　tlle　signal　observed　in　the　controL　Panel（a）
represonts　the　D2　protein　and（b）is　the　D3　protein．　Values　are　mean±S．E．
offt）ur　rats．　Sta口s【ical　signi行cance　was　evaluated　using　one－way　analysisof
vahImce　followed　by　Fishcビs　multiple　rangc【¢sts．寧P＜0．05．料Pく0，01，
and艸＊P〈0．001　vs，　contro｝．
in　the　same　manller　as　that　used　fbrthe　purification　ofnative
albumin，　Thc　albumin丘action　from　thc　Sephacryl　S－300
column　was止en　applied　to　a　DEAE　Sephadex　A－50column．
D3→
D2－→
Nl→
1　2　3　4　56　1　2　3　4　5　6
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2，3、4，5，and　6　correspond　to　l，L5，2，3，　and　5　days　after　the　injection・respectively・
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Fig．5．　MALDLiTOF－MS　spectum　oflr＞，ptic　peptides　from　the　D3　protein．　Bands　ofNI，D2．　and　D3　were　cul　oul　from　the　native　PAGE　gel．　Proteins　in　each
gei　were　eluted　electrically．　and　subjeclcd　to　SDS－PAGE　in　order　to　remove　minor　contaminants．　Thc　N　l，D2，　and　D3　proteins　wcrc　then　digested　using
sequence　grade　trypsin．　Proteins　were　identified　based　on　peptide　mass　fingerprinting　and　the　NCBT　database　through　the　MS－Fit　on－1ine　program．　This　figure
sllows　the　mass　spectmm　of　tlyptic　peptides　fi・om　the　D3　protein．
Three　di　fferently　charged　a］bumins（fractions　1，2，　and　3）
were　obtained　in　this　manner（Fig．6）．　The　peak　areas　of
fractions　l，2，　and　3　wcre　23．10／o，74．6％，　and　2．3％，　respec一
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tively．　These　albumins　were　then　analyzed　by　native　PAGE
（Fig．7）and　the migration　distance　was　compared　with　those
ofF重9 3（a）．　The1～rvalue　ofthcse　bands（fractions　l，2，　and　3）
showed　O．25，054，　and　O．38，　respectively．　These　albunlins
（fractions　1，2，　and　3）obtained　from　the　DEAE　Sephadex　A－
50corresponded　with　albumin　bands　D3，　N1，　and　D2，
respectively．
　　　Fig．8（a）shows　the　far－UV　CD　spectra　of　fbur　di　fferent
albumins（N　1，D2，　D3，and　M－Alb）at　pH　7．0，　MRE　values　at
1 2 3
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Fig．6．　Isolation　of　differently　charged　albumins　us童ng　DEAE　S¢phadcx　A・
50．Selum　albumin　was　purified　frolll　the　rats　injected　with　LPS〔5　mg／kg
body　weight）using　Metllod　2．3．　This　albumin　fraction　was　applied　to　ioll－
exchange　chronlatography　in　order　【o　isolate　the　differently　charged
a且bumins（N1，D2，　and　D3），　Thrce　fractions｛F1，F2，　and　F3）of　albumin
were　separated　in　this　manner．
Fig．7，Nativc　PAGE　profile　ofdifferently　charged　albumins　isolated　by　ion・
exchange　c romatography．　The負・actions　1，2，　and　3　sllown　in　Fig．6wcre
su旬ected　to　llatjve　PAGE．　Lalles　l、2，　and　3　correspond　to　fセactioπユs　1，2，
and　3，　respeαively．　Tlle　gel　was　stained　with　SYPRO　Orange，　and　the
image　was　captured　fluorometrically．　The　relative　migration　dis償mces　of
these　albumins　were　compatible　with　those　of　Fig．3，
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Table　l
Fluorometric　parameters　of　3　different（N　l，D2，　and　D3）albumins
Subject　　Trp　fluorescencc
IntensityC　Maximum
　　　　　　　　　wavelength（nm）
ANS　　　　　　Acryramide
fluorcsccncea@　quenching
　　　　　　　　　　　（Ksv）b
???? 18．6
29，5
119．6
336．4
338．0
340．7
23．4
37，5
6，8
??? ?
一27000
（???????????
90
0
一360
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／
210　　　　220　　　　230　　　　240
　　　　　Wavelength（nm）
（a）
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250 260
／
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Fig．8．　Far－and　llear－UV　CD　spectra　of　three　djfferent（N　l，　D2，　and　D3）
albumins　and　M－Alb．（a）Far－UV　CD　spectra　ofNl（dashed　line），　D2（sohd
Iine），　D3（doレdot－dashcd　line），　and　M－Alb（dash・dot・dashcd　lillc）．　The
spectra　were　moasurcd　in　50　mM　sodium　phosphate　buffヒr，　pH　7．0，　at　a
protein　concentration　of　l．8μM．　Each　spectrum　is　the　average　of　fbur
scans．（b）Near－UV　CD　spectra　of　the　sanle　album｛ns（18μM　eacll）as　in
（a）．
222nm　ofNl，D2，　D3，and　M－Alb　were－24876，－12253，
－ll99，　and　－　12473　deg・cm2／dmoi，　respectively．　The
amount　ofα一helix　in　these　albumins　were　calculated　as
74。4％，32．7％，－3．8％，and　32．4％，　rcspectivel》もusing　t｝1e
equation　reported　by　Chen　et　al．［16］．　About　half　the　amount
ofα一helix　was　retained　in　D2　albumin　as　compared　with　Nl
aIbumin，　wbile　D3　albumin　did　not　retain　quite　this　amount．
The　far－UV　CD　spectrum　ofNl　albumin　had　two　minima　at
208and　222　nm，　characteristic　of止eα一helical　structure．
Differences　ofthe　tertiary　structure　offour　different　albumins
werc　analyzcd　using　near－UV　CD　measurcme厩s．　Fig．8（．b）
shows　the　near－UV　CD　spectra　of　these　different　albumins．
The　spectmm　ofNl　albumin　had　two　minima　at　262　and　268
nnl　as　well　as　two　shoulders　around　277　and　285　nm，
characteristic　of　aromatic　chromophores　and　disulfide
bridges．　The　near－UV　CD　spectra　of　D2，　D3，　and　M－Alb
aExcitation　and　emission　wavelength　were　380　and　470　nm，　respectively．
b　Values　were　obtained　from　Stern－Volmer　plotS　ofacrylamide　quenching．
cExci田tion　and　emission　wavele卿h　were　280　and　340㎜，　respectively．
shifted　to　the　positive　direction　from　NI　album．in．　Especially，
the　D3　spectrum　was　situated　at　more　than　zero　at　most　ofthe
neal－UV　region．
　　In　order　to　obtain　the　confonnational　information　of　D2
and　D3　a韮bumins，　tryptophan　and　ANS　fluoresce．nce　and
tryptophan　quenching　of　these　proteins　were　measured．
Tab】．e　1　sumniarizes　the　conforniational　pararneters　of　the
fluorescences　regarding　the　N　l，D2，　and　D3　albumins．　The
tryptophan　fluorescence　intensity　increased　l，6－fbld　in　D2，
and　6．4－fbld　in　D3　compared　with　N　l　albumln．　The　ANS
fluorescence　intensi．ty　increased　l．6－fbld　in　D2，　while　D3
decreased　O．3－fbld　compared　with　N　l　albumin．　The　Ksv，　a
rate　constant　of　acrylamide　quenching，　of　D2　albumin　was　a
similar　value　to血at　ofNl　albumin，　while　D3　albumin　was
around　1．4－fbld　higher　than　NI　albumin．　A　tryptophan
analog　NATA　showed　a　l　9．O　Ksv　value．　The　correlation
coefficients　of　these　albumins　and　NATA　were　greater　than
O．95．
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Fig．9．　Effect　of　urea－｛nduced　denatu」ration　on　tryptophan　fluorescence　of
three　different（N1，　D2，　and　D3）albu曲s，　N　l（●），　D2（▲），　and　D3（■）
albumills　werc　dlssolved　in　50　mM　sodium　phosphatc　buffer（pH　7．0），　to
aπive　at　a　protein　concentrat｛on　of　L8μM．　The伽orescence（Ex，28011m；
Em，340　nm）was　moniIored　at　the　urea　concentration　shown　in．the　x－axis　at
25°C．Fluorescence　 ntensities　are　expressed　as　a　percentage　of　the　signal
obscrved　in　the　sample　inOMurea．　Data　points　are　the　means　ofthree　scans．
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　　Fig．9shows　the　effect　of　urea　trcatment　on　the　Trp
伽orescence　ofthese　albumins．　The　unfolding　curves　ofNI
and　D2　albumins　showed　a　rapid　fall　at　around　4　M　of　urea
concentration　and　stayed　at　low　levels　up　to　9　M．　However，
D3　albumin　was　not　affected　by　the　urea　treatmellt．
　　Proteolytic　susceptibility　of　these　albumins　were　eval－
uated　by　means　of　trypsin　digestion，　F呈g．10　shows　that
httie，　if　any，　N　l　albumin　appeared　to　be　digested，　whereas
D2　and　D3　albumins　were　clearly　more　sensltlve　to　trypsln
digcstion（73％and　42％，　respcctively，　at　lOO　min）than　N　l
albumh1．　Two　bands　around　34　kDa　newly　appeared　and
increased　with　time　when　D3　albumin　was　digested　with
trypsin，　The　mononler　band　of　D3　was　75　kDa（Fig．
10（cD，　whereas　other　albumins　were　67　kDa（Fig．1，　O（a）
and‘b））．
　　Different　amounts　of　LPS（0－6．25　mg／kg　body　weight）
were呵ected　in　order　to　confirm　the　dose　dependency　of
LPS　against　the　plasma　appearance　ofD2　and　D3　albumins．
Positive　correlations　were　observed　between　the　amount　of
LPS両ectcd　and　the　appearance　of　D2　and　D3　albumins　in
12　3456123
p且asma．　The　cor elation　coe伍cients　were　O．75　and　O．78　fbr
D2　and　D3　albumins，　respectively．
4．Discussion
4、1．五P∫’ηゴticed c anges　in　the　ごoncentrat’oπ　ρズ∫θ’u〃1
al［》王〃η加and　ant’ルf－／l　tb　IgG　reactive　proteins
　　Senlm　albumin　is　known　as　onc　of　the　negativc　acute－
phase proteills tha肛decreases　in　plasma　concentration　during
acute inflammation．　In　this　study，　a　drastjc　decrease　in　the
concentratiQn　ofserum　albunlin　was　observed　at　2　days　after
LPS　injection Fig．2），　which　has　been　reported　by　several
authors　［1　，23－25］．　We　postUlated　that　if　this　phenomenon　is
due，　at　lcast　in　part，　to　all　increased　degradation　of　senlm
albumin，　this　can be　used　as　a　model　fbr　albumin　breakdown
and　could also　provide　an　effヒctive　means　to　identify　the
d natured　albulnin　 hat　have　not　been　fbund　in　the　biological
samples［2］．
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Fig，10．　Proteolytic　susceptibility　of　three　diffヒreIユt（N1，D2，　alld　D3）albumills．　N1（pallel（a）●），　D2（panel（b〕▲），　a！1d　D3（pane1（c）■）were　digest¢d　using
TPCK－trea1ed　trypsin　at　37°C　fbr　O，5，15．30，60，　and　100　min，　These　digested　samples　we‘－e　analyzcd　using　SDS－PAGE．　After　staining　with　SYPRO　Orange，
fluorescence　intensities　ofthe　monomer　bands　werc　quanti　tled　using　a　Fluorlmag¢r　595，Data　are　cxprcsscd　as　a　percentag¢ofthe　signal　observcd　in　the　O　min，
and　are　expressed　as　the　average　ofthree　cxperiments（pancl（d））．　Lanenumbers　in　panels（a）一（c）rcpresent　1he　incubation　times　ofO，5」5，30，60，　and【00　min．
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　　First，　we　prepared　two　kinds　of　anti－sera　against　native
albumin　and　denatured　albumin．　For　this　purpose，　rat　serum
albumin　was　purified　using　the　method　ofTravis　et　al．｛5，6］．
This　me．thod　consists　of　the　mildest　condition　that　we　can
choose　so　far．　Great　care　was　taken　to　avoid　artificial　effects
on　the　conformation　of　the　albumin　molecule　throughout　the
p臆atio11．　Fig．1shows　that　se㎜album血was　puri且ed
as　a　single　protein　of　67　kDa．　We　utl　lized　this　albumin　as
‘‘獅≠狽奄魔?@albumin”in　this　study，　and　we　then　made　chemi－
cally　modified（maleylated）albumin　that　has　been　used　in
many　papers［4，26－－30］to　study　the　scavenger　receptors　of
denatured　albumin．
　　Anti－serum　against　M－Alb　is　thought　to　include　IgG
against　the　con皿non　ep量topes　in　both　native　and　dena加red
albumins　and　also　to　include　lgG　against　the　specific　epitopes
in　denatured　albumin　which　are　hidden　in　the　native　fomm。
Slnce　it　is　impossible　to　isolate　IgG　that　recognizes　the
specific　epitopes　of　M－Alb，　we面ed　to　exclude　IgG　against
the　common　epitopes　in　anti　M－Alb　antise1皿1　by　react㎞g
with　native　albumin．　By　using　this　puri丘ed　IgG　against　M－
A】b，three　immunoreactive　plasma　proteins（bands　Nl，D2，
and　D3）were　detected　by　native　PAGE　followed　by　Western
blot　analysis　in　rats　i可ected　with　LPS（Fig．3）．　The　bands　D2
an．d　D3　were　detected　by　the　puhfied　IgG　against　M－Alb
（1）anel（a）），　and　not　by　the　anti－M－Alb　anti－serum（pane1（b）），
due　to　a　higher　titer　against　the　speci行c　epitopes　ofM－Alb　in
the　purified　lgG　solution．　In　contrast，　band　N　l　was　detected
by　both　anti　M－Alb　anti－serum　and　the　purified　IgG　against
M－Alb．　If　thc　puri且ed　IgG　recognlzes　only　the　epitopes　that
are　hidden　in　native　a！bumin，　this　IgG　ough乞not　to　detect
band　N　1．Some　reasons　fbr　this　are　thought　to　be　as　fdlows：
（1）the　nonspecific　binding　of　the　puri員cd　IgG　against　M－
Alb；（2）the　small　amount　oflgG　against　common　epitopes　of
native－and　M－Alb　have　not　been　comp】etely　removed　by
native　albumin；and（3）changes　in　the　conformation　ofnative
albumin　on　the　PVDF　lnembrane．　In　view　of　the　fact　that
these　three　forms　of　albumin　showed　different　migration
distances　on　native　PAGE，　they　seemed　to　have　primarily　a
different　charged　level．　The　conformational　characteristics
aDd　the　formation　of　these　albumins　were　discussed　in
Sections　4．3　and　4．4．
42．、観θη峨cα∫1017and　isolation　ofD2　and　D3　proteins
Immunodetection　sometimes　leads　to　misunderstanding
due　to　nonspecific　binding．　In　order　to　confum　whether　the
N1，D2，　and　D3　proteins　detected　by　the　purified　anti　M－Alb
IgG　are　nuly　rat　serum　albumin，　these　bands　wcre　cut　out
from　the　gel，　and　peptide　mass　fingerprinting　using　MALDI／
TOF－MS　was　applied　to　these　protelns．　From　the　database
search　through　MS－Fit　on－line　program，　amllree　proteins
were　ident愉ed　as　rat　se1’um　albumin．　The　results　mentioned
above　indicate　that　at　least　two　differently　charged　albumins
newly　appeared　in　plasma　due　to　the　injection　of　LPS．
　　In　order　to　characterize　these　two　albumins（D2　and　D3），
we　tried　to　isolate　them　by　means　of　i．on－exchange　chroma一
tography　based　upon　the　fact　that　D2　and　D3　albumins
showed　di fferent　 obllitles　on　native　PAGE　f｝om　that　of
native albumin．　Serum　albumin　samplcd　at　l　5　days　after　the
LPS　injec ion as　separated　into　three　fractions（丘actions　l，
2，and　3）by　ion－exchange　chromatography（Fjg，6）．　The
r lative　migration　distance　of　these　three　album並s（fractions
1，2，alld　3）on　native　PAGE　gel（Fig．7）corresponded　to
that　seen　in　Fj9・3；that　is，丘actions　1，2，　and　3　corresponded
to　th band　D3，Nl，and　D2，　respectively．　The　disagreement
between　th 　elution　order　and　the　migration　distance　on　the
native PAGE　is　th ught　to　origillate　from　the　different　pH
values　employed　in　ion－exchange　chromatography　and
native　PAGE。
4．3．Characterization　qf’．D2　and　D3　albumins
　CD， flu rolnetric　analysis，　and　proteolytic　susceptibility
were　employed　to　characterize　the　confomiational　nature　of
D2　and　D3　albumins．
4．3．1．Cl）
　　Theα一helix　conte t　calculated　from　the　far－UV　region
CD　spectrum　was　74％in　N　l　albumin．　This　value　is　similar
to　native　human　albumin（67％｛3重1）and　bovine　serum
albumin（68％［321）．　The　tertiary　structure　deduced　from
near－UV CD　spectruln　was　also　maintained　in　N　l　albumin
as　comp訂ed　wi舳uman［33］and　bovine　serum　albumins
［34｝．These　facts　fUrther　support　that　Nl　albumin　is　in　the
na ivc　s at ．　The　far－UV　and　near－UV　CD　spectra　of　D2
albunlin　were　situated　in　positions　between　the　native　state
and　the unfblding　state．　So，　D2　albumin　seemed　to　be　an
intermediate　state　toward　unfolding。　M－Alb　showed　MRE
va正ues　similar　to those　of　D2　albumin　at　222　nm　but　not　at
the　near－UV　r gion．　This　means　that　both　D2　albumin　and
M－Alb　reta ned　a　s㎞ilar　ofα一helix　content　but　that　their
tertialy struc ures　differed．　In　the　case　of　acid［17β5】and
urea　l33，34］denaturation　and　also　chem｛cal　modifications
岡，血eCD　spectra　of出ese　albuniins　have　been　reported　to
situate under　 he　zero　line．　The　CD　spectrum　of止e　D3
albumin，　however，　apparently　exceeded　tbe　zero　line　at　the
wavelength　250－275　nm，　and　similar　results　have　been
reported　in　diazepam－binding　albumin［37］．　This　fact　sug－
gests　the　po sibility　that　D3　albumin　is　in　the　ligatid　binding
fb㎜（see　a　related　issue，　Section　4．4）．
4．3．2．Fluoro〃let「ic　ana！ソsis
　　The　 mission　from　rat　serum　albumin　excited　at　280　nm
is　influenced　by　the　tcrtiary　environment　of　the　tryptophan
res due　at　position　214［2】．　As　shown　in　T嵐ble　1，　an
ext e ely　strong　emission　is　observed　in　the　D3　albumin
and　a　relatively　small　increase　is　seen　in　the　D2　albumin　as
compared　with　the　N　l　albumin，　indicating　that　the　tertiary
e vironment　of　the　tryptophan　residue　of　the　D2　and　D3
albumins　differ　ffom　that　of　the　N　I　albulnin．　This　result
agree 　with　the　previous　finding　that　the　fluorescence
i t nsity　of　acid－denatured　human　serum　albumin　increases
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［」．8】，although　Tayyab　et　a韮．［20］report　that　the　intensity　of
urea－denatured　bovine　serum　albumin　decreases．　In　addition
to　the　changes　in　fluorescence　intensity，　the　maximum
fluorescence　of　tryp’tophan　shifts　from　336　to　340　nm（Tab．Ee
I），which　has　been　reported　to　be　one　of　the　characteristics
of　denatured　proteir｝s£18β8，39］．
　　Ksv，　a　rate　constant　of　acrylamide　quenching，　fbr　the　D3
albumin　was　fbund　to　be　higher　than　that　fbr　the　N　l　and　D2
albumins．　The　result　indlcated　that　the　Trp－214　in　the　D3
albumin　was　more　accessible　to　acrylamide　than　Nl　and　D2
albumins．　The　Ksv　values　fbr　the　D3　albumin　and　NATA
were　signi行cantly　higller　than　those　fbr　the　NI　and　D2
albumins，　while　the　T甲一214　was　not　fUlly　accessib正e．
　　ANS，　a且uorescent　probe，　is㎞own　to　bind　the　hydro－
phobic　regions　of　proteins　and　to　emit　fluorescence　excited
at　380　nm．　Some　of　the　binding　properties　of　this　probe
inc董ude：（1）binding　slightly　to　native　protein，　depending　on
the　klnd　of　protein；（2）1】．ot　binding　to　unfblded　protein；and
（3）binding　to　protein　in　the“molten　globule　state”，　an
inte㎜ediate　duhng　protein　un鰯ing［1．8，39・一．43】．’：E’ab．le　l
shows　that　the　three　kinds　of　albumins　have　different　bind－
ing　Properties　to　ANS．　In　the　case　ofacid－denatured　protein，
many　studies　have　revealed止e　increased　fluorescence　of
tryptophan　and　ANS　in　tenns　ofthe　conform．ational　changes
from　the　native　forrn　to　molten　globule　state　denaturation
［18，35β9．・…・42，44・・一・46］．These　results　regarding　tryptophan
and　ANS　fluorescences　show　that　N正，D2，　and　D3　albumins
are　in　the　native　state，　molten　globule－1ike　state，　and
unfo｝ded　state，　respectivel】弥
　　Tryptophan　fluorescence　was　further　utilized　to　character－
ize　the　conformatio．nal　nature　of　these　three　albumins．　Urea
U℃atment　is　expected　to　change　the　intensity　of　Trp　fiuores－
cence　of　the　native　form　but　not　the　unfolding　proteins．　As
shown　in　Flg．10，　Nl　and　D2　albumins　showed　a　similar　but
different　decrease　in　Trp　fluorescence　by　urea　treatment。　Trp
fluorescence　ofD3　albumin　was　not　influenced　by　the　treat。
ment．　These　results　suggest　that　D2　albumin　partially　retained
confbrmadon　as　compared　with　Nl　albumin，　whHe　D3
albumin　lost　the　confbmlation　that　could　be　destroyed　by
urea　treatment．　The　denaturation　curve　ofM　albumin　agrees
with　the　previous　reports　regardlng　native　human［38玉and
bovine　senユm　albumin［20］．
4．3．3，Proteo！ytic　sus（i町フn’biliり～
　　Analysis　of　proteol》生ic　susceptibili妙is　pcrb㎜ed　on　the
basis　that　conformationally　altered　protein　tends　to　be　more
susceptible　to　proteolysis　than　does　the　native　one，　since
protein　unfblding　allows　easy　accession　of　protcolytic
enzyrnes　to　the　protein　and　an　increased　exposure　ofspecific
cleavage　sites．　Fな，9shows　that　Nl　was　resistant　to　tryptic
digestion　at　up　to　lOO－min　jncubation，　whlle　D2　and　D3
albumins　were　djgested　easily　by　trypsin，　indicating　that　N　l
albulnin　conserved　the　native　fbrm　and　that　the　D2　and　D3
albumins　were　confbrmationally　altered．　These　results　are
consistent　with　the　data　from　CD　and　fluorometric　analysis
mentioned　above．　Confornriational　differences　between　D2
and D3　a豆bumins　were　observed　in　the　rate　of　pro．teolysis
and　the　appe rance　of　tryptic　fヒagments　on　the　SDS－PAGE
ge1．　Two bands　around　34　kDa　were　produced　when　D3，but
not D2，　alb．umin　was　digested　with　’trypsin．　This　means　that
cl avage　site 　of　D2　albumin　by　trypsin　digestion　differcd
倉om出at　of　D3　albumin．　Funherrnore，　the　molecular　weight
of　D3　al umin　was　siightly　higher（around　8　kDa）than　N　l
and　D2　albumins．　If　we　can　postulate　that　D3　albumin　binds
somethlng，　i．e．，　the　llgand　binding　fbrm，　tllls　binding
molecule（s）may　cause　a　diffヒrent　confbrmational　change
廿om　D2　albumin　as　mentioned　above（diazepam－binding
al umin）． But　jt　is　difficult　to　speculate　on　what　klnds　of
mol cule（s）interact　with　albumin　in　endotoxicosis．
　　In summary，　we　employed　CD　analysis　and　fluorometric
ana ysis，　a d　examined　proteolytic　susceptibility　to　charac－
erize　the　newly　appearing　albumins（D2　and　D3　albumins）
in　rats　with　endotoxicosis．　Based　upon　these　data，　NI，D2，
and　D3　albumins　may　best　be　explained　as　fbllows：N1．
albumin　is　in the　native　fbrm，　D2　albumin　is　in　the
intermediate　form　llaving　a　molten　globule－like　nature，
and　D3　albumin｛s｛n　the　unfblding　fbrm　in　the　manner　of
Iiga d　binding．
4．4．1）r（）duction（～f　c／ natured　albumin’ηvivo
　　We observed　dle　positive　correlation　be帥een　the　amount
ofi可ected　LPS　and　the　appearance　ofD2　and　D3　albumins　in
rat　plasma．　This　fhct　indicates　that　quantitative　events　may　be
involved　in　the　production　ofdenatured　albumins　in　the　body．
In　th 　fbllowing，　we　discuss　the　mechanisms　underlying　the
production　of　these　 lbumins　hl　endotoxicosis．　One　is　the
participation　of　frce　radicals．　LPS　is　a　well一㎞own　substance
that　produces　free radicals　by　neutrophil　activation［47，48】．
This　molecule　subsequently　causes　oxidative　damage　to　the
body　components，　while　serum　albumin　is　known　to　act　as　an
antioxidant　in h 　body　to　protect　f沁m　oxidation　such　body
components　as　low－density　lipoprotein［49｝and　bound　fatty
acid［50］．This　m ans　that　the　albumin　molecule　itselfis　more
v nerable　to　 xi ative　damage　than　are　other　molecules．　As
a　matter　of　fact， it　i’s　known　that　albumin　is　denatured　by　free
radicals　in　vitro 5】］．
　　Another　mechanism　is　thc　hgand－binding－induced　con－
formational　change．　Seiuni　albumin　is　known　to　bind　and　to
transport　various　kinds　of　molecules　such　as　bilirubin
［韮5，34］，fatty aclds【50，52〕，　inorganlc　compounds［53】，
and　so　on．　These　molecules　concem　more　or　less　the
conformati 　of　the　albumin　molecule．　Fatty　acids　are
essential　molecules　 hat　maintain　the　nativc　form　of　albumin
［521．The　anti－anxiety　drug　diazepam　is　known　to　bind
albumi 　molecules　and　induce　their　confonnational　change
［37］．In出｛s　s加dy，　D3　albumin　showed　an皿鰯ing　na皿e
on　CD　spectra　and　a　slightly　higher　molecular　weight
（around　8　kDa）than　native　album｛n　on　SDS－PAGE　gels．
Although　these　re ults　suggest　that　tlle　D3　albumtin　is　in　a
ligand－．boulld　fbrm，　fUrther　study　is　lleeded　to　identify　the
bjnding　molecule（s）・
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　　In　conclusion，　we　identi丘ed　the　tWo　forms　of　denatured
albumin　jn　biological　samples　fbr　the行rst　time．　We　believe
that　this　fact　may　colltribute　to　the　understanding　of　the
mechanisms　of　albumin　degradation　in　vivo，　and　thc　nlech－
anisms　goveming　the　decreased　concentration　of　serum
albumin　il　acute　inflammation，
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　　Bi鱒，　Ry吋i，　Sayaka　Mno，　Ats巴shi　Bab看㍉M劃haru　Ta雌鵬Ha學
r腿ka　Watabe，　and　Himaki　Kawab鋤．　Degradation　of　oxida虚ve
．stress＿induced　denatufed　albumi韮i血rat　liver　endothelial　cells．　Am　J
P伽’o’Cell　Physiθ1　289：C531－C542，2005．　First　published　May　4，
．2005；doi：10．11521ajpcell．00431．2004．－We　previously　iden面ed
confonnational璽y　denatured　album直n（D2　and　D3　albumin）in　rats　with
endotoxicosis（Bito　R，　Shikano　T，　and　Kawabata　H．　Biochim　Biophys
Acta董646：100－l　l　l，2003）．　ln　the　present　stUdy，　we　a就empte面rst　to
con丘rm　wbether　the　denatured　albumi皿s　genera麺y　i皿crease　in　condi・
dons　of　oxidative　st爬ss　and　second　to　characterize　the　degradative
pmcess　of　the　denamed　albumin　using　primary　cultu爬d　rat　liver
endothehal㏄皿s．　We　used血ve　mOdels　of　oXidative　stress，　including
endotoxiCosiS，　isChemic　heart　disease，　diabetes，　acute　in且a㎜ation，
and　agi㎎，　and　fbmd　that　serum　concentrations　of　D3　albumin
conclate　with電he　serum　leve璽s　of　thiobarl）ituric　acid－reactive　sub－
stan㏄（R＝0．87），　whereas　the　conoentrations　of　D2　alburniri　are　O．52．
Ligand　blot　ana董ysis　showed　that　the　D3　albumin　bindS　to　gp董8　and
gp30，　which　a爬㎞own　endo血elial　scavenger　receptors　for　chemi－
cally　denatured　albumin．　P血nary　cu量tured・rat・liver・endothetial・cel董s
degmded　the　FrI℃－D3　albumin，　a皿d　the　degradation　rate　decreased　to
～60％of　contrDl　levelS　in　response　to　anti－9P18　and　anU－9P30
antibodies，　respective且y．　An　equimolar　mix膿of　these　antibodies
plて｝duced　an　additive　inhibitory　effect　on　both　uptalce　and　degradation，
resUlting　in　levels～20％血ose　o紬e　control．　Furthermore，　filipin　and
digito血1，　inhibitors　of　the　caveolae－1elated　endocy恒c　pathway，　re－
duced　the　HTC－D3　albumin　uptake　and　degradation　toく20％↓ase卜
sca職ning　confbcal　microscopic　observa口on　supPorted　these　data
㎎arding　the　uptake　and　degradation　of　D3　albumin．　These　resu垂ts
indicate　that　confbrmationally　denatuled　D3　a璽bumin　o㏄uls　gener－
ally　under　oxidative　st【ess　and　is　degraded　p亘marily　via　gpl8－
and　gp30－mediated　and　caveolae－related　endocytosis　in　liver　endothe一
貫ial　ce垂IS．
se㎜album血；denaturation；scavenger　receptor；caveolae
EARLY豆N　vlvo　sTuDIEs　with　radioisotope－labeled　albumin　have
revealed　the　constant　p豆asma　half－life　to　be　2－2．5　days　in　rats
（41）．Confbma亘onal垂y　ake釦ed　albumin，　however，　is　well
㎞own　to　show｛m　ex彼emely　sho宜half－life　in　circulating　blood
（31）．Such　changes血the　degradation　rate　of　serum　alb㎜min　as
weH　as　of　other　serum　proteins　seem　to　occur　under　an
血dividual　degradative　process，　but　the　underlying　mechanisms
have　not　been　clarified　on　a　molecular　basis．　On　the　other　han（L
experimental　data　show　that丘ee　radical　species　are　responsible
for　conformational　changes　and　fragmentation　of　prDtein　mol－
ecules　（12）．　Again，　the　eli血血ation　m㏄hanisms　fbr　these
denat皿ed　proteins　f廿om　circulating　blood　and　their　degradative
processes　in　the　body　remain　unclear．
　Add爬ss　for　reprinI口equests　and　other　correspondence：H．　Kawaba砥La卜
oratOry　f（｝r　NuUitional　Biochemistry，　School　of　Agdcultu鴨，　Me麺i　Univ。，1－1－l
Higashi－mi亀T田na一㎞，　Kawas訓d　Ciり7，　Kanagawa　214－8571，」1Ψan（e－mail：
kawab樋a＠isc．搬e麺Lacjp）．
　　R㏄ently，　several　types　of　receptors　that　bind　to　modi且ed
album n　have been　reported．　These　recqptors　include　the　f（）1－
lowing：gp　l　8　and　gp30，　scavenger　receptOrs　for　chemically
mOdified　album量n（47，51）；LOX－1，　a　lectin－like　oxidized
low－density　Hpoprotein　receptor　l（23）；SREC，　a　scavenger
receptor　expressed　by　endothelial　cells　fbr　modi丘ed　LDL（1）；
FEEL－l　and　FEEL－2（also　known　as　stabilin－10r　sねbi㎞一2），
endocytic　receptors　for　advanced　g蓋ycation　end　prOduct（AGE）
（20，55）；SR－A，　a　scavenger　receptor　class　A　for　modified　LDL
（27，28）；RAGE，　a【eceptor　for　AGE（33）；OST－48，　a　48－kDa
member　of　the　o薮gosaccharyltransferase　complex；80K－H，　an
80－to　87－kDa　protein　subs血te　fbr　protein　kinase　C（29）；and
田mamed　l5－，35－，　and　85－kDa　pmteins（38，39，44）．　Among
these bind童ng　plote血s，　gp18　and　gp30　were．originally　reported
by　Sc㎞itzer　and　colleagues（47，51），　who　characterized　the
inding　pmperdes　betw㏄n　the　me血brane　protei　1丘action
丘om　endothelial　c lls　and　chemically　modified　albumins　such
as　maleylated　and　formylated　alt）umin．　They　also　showed　that
gp18－and　gp30－m iated　end㏄ytosis　is　one　route　fbr　the
degrada丘on　of　chemic副【ly　denatured　albumin．
　In　add蓋tion　to　 he　cell　surface　receptors　that　recognize　the
modified　album童n，　intracellular　events　leading　to　lysosomal
degradation　have　also　been　investigated．　Caveolin　is　an　i皿tra－
cenular　protein　that　participates　in　the　transportation　of　mole－
cules　inside　cells．　Caveolin－coated　plasmaiemmal　vesicles
（caveolae）have　b㏄n　fbund　to　transport　many　mo1㏄ules，
inc韮uding　lil）ids，　acylated　proteins，　me血brane　receptors　a皿d
transporters，　stmctural　mol㏄ules，　and　so　f（）rth（6，45）．　Chem－
ically　modi血ed　albumins　s皿ch　as　maleylated　and　formylated
aU）umins　also　have　been　Ieported　to　transport　by血e　caveolae－
mediated　endocytos重s　Ieading　to　the　lysosome（46，50）．
　　Although　血e　fi血dings　summarized　above　are　thought　to
pmvide㎞po伽t　evidence　regarding　the　degradative　mecha－
nisms　of　denatured　albumin　in　the　body，　all　of　these　Iesults
were　obtained　using　chem重cally，　that　is，　artificially，　modified
撮bumins．　As　such，　it　Iemains　unclear　whether　the　denatured
albu血n　generated　in　the　body　behaves　in　the　same　way　as　the
chemically　modi丘ed　albumins．　We　recently　isolated　and　char－
acterized　denatured　albumin（D2　and　D3　albumin）丘om　mts
with　endotoxicosis（4）．］ln　the　present　study，　we血rst　attempted
to　clarify　whether　the　physiologically　denatured　albumins（D2
and　D3　a丑bumin）are　gene田皿y　produced　by　oxidative　stress　in
the　body．　NexL　using　the　physiologicaly　denatured　albumin
and　primaly　cultured　 iver　endothehal㏄Hs（LECs），　we　at－
tempted to　clarifシ1）whether　physiologically　denatured　albu－
min　binds　to　gPl8　 nd　gP30　cell　surfa㏄receptors　that　have
b㏄ncon丘rmed　using　chemically　modi丘ed　albumins，2）
whether　physiologically　denatured　albumin　reaches　the　lyso一
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some　via　caveolae－media重ed　endocytosis　afヒer　attachng　to
ceH　surface　receptors　gpl8　and　gp30，　and　3）　the　Ielative
con㎞［b面on　of　gp　l8－and　gp30－mediated　end㏄ytosis　to　the
breakdown　of　physiologicaily　denatured　albumin　in　endothe。
lial　cellS．
MATERIALS　AND　METHODS
MUteriatS
　　ハra’－nitro－L－arginine　methyl　ester（L－NAME），　streptozotocin（STZ），
fluorescein　isothi㏄yanate（FH℃），且ipopo且ysaccharide（LPS；serotype
type　L－4130），　fluoresoeinamin，　filipin，　phenyl　arsine　oxide（PAO），　and
血coidan　we【e　puκhased　fね．m　S孟gma　Chemical（St．　Louis，　MO）．　Blue
Sepharose　CL－6B，　Sephacryl　S－300，　DEAE　Sephadex　A－50，　Cy3
且uorescent　dye，　and　cyanogen　bro血de－activated　Sepharose　CL4B
were　obtained　f止om　Arnersham　Biosciences（Piscataway，　NJ）．　Alexa
Fluor　488　and　LysoTracker　Red　DND－99　were　punchased㎞m
Molecular　Probes（Eugene，　OR）．　FH℃－labeled　a面一rabbit　lgG（goaO
was　obta㎞ed㎞om　Vector　Laboratories（Burlingame，　CA）．2，4，6－
ninitrobenzenesulfonic　acid（TNBS）was　p㎜hased丘om　Kanto　Ka－
ga㎞（Tokyo，　Japan）．　S（xdium　dextran　sulfate　was　obtained　from　MP
．Biomedicals（Auror｛ちOH）．　Concanavalin　A　and　co皿agenase　were
p膿hased飾m　Wako　Puヵe　Chemi戯Industdes（Osaka，　Japan）．　A皿
other　chemicals　used　were　of　a皿alytical　grade．
助β伽ε配1：　lnduction　of　Oxldatiツe・Stre∬飢4　Dε吻η吻だoπ
of　l）enatitned　Athumin
　　んlinds．　Maie　Wistar　rats（6　wk　and　6　mo　old）were　purchased
io血Japa血habOratory　Animals（TokyoJap蝕）．　The　ra総we掩housed
血ahεht－cycle　room　lit　from　8　AM　to　8　PM　at　a　temperature　of　22°C，
．an曲e　anim誕s　weoe組low甜慨a㏄essωco㎜e㏄ial　chow㎝d
’water　fbr　l　wk．
　　Young　Iats（6　wk　old）were　o貰通ly　administered　NO　synthase
㎞㎞bitor　L－NAME　in　drinkhlg　water（l　mglml；Re£25）to　induce
ischemic　hea並disease（IHD）．　Their　d甜y　intake　of　L－NAME　was　f【om
25to　40　mg／day．】）iabetes　was　induced　by　administe血g　an　intraperi－
tone｛痩司㏄並on　of　STZ（65　m創kg　body　wt；Ref．40）．　The　plasma
leve董s　of　glucose　were　468土29　mgldl　at　7　days　after　the　STZ
．injection．　Acute　inaammation　was　induced　by　a　subcutaneous珂ec－
tion　of　turpentine　oil（5　mllkg　body　wt；Ref．52）．　Endotox孟cosis　was
induced　by　adminiSter藍ng　an　intraperitOnea且injection　of　LPS（5　mglkg
body　wt；Ref．4）．　These　ratS　with　hlduced　mD，　diabetes，　acute
血flammation，　and　endotoxicosiS　were　killed　by　performing　thoracic
incisions　after　witi〕drawal　of　tlle　blood　samples　while　the　rats　were
under　Nembutal　anes吐塾esia　at　l　5，2，7，　and　lO　days　after　the　respec－
tive　operations．　Six－month－old　rats　were　killed　without　having　under－
gone　any　operation　for　comparison　with　the　age－・related　changes　with
6－wk－o藝d　rats．　P量asma　thiobarbit面c　acid。頚eactive　substance（TBARS）
was　detem血ed伽ommetrically　using　the　method　of　Yagi（59），
　　All　procedures　conoeming　the　a血nal　expe血ne鵬were　I玲r鉤med
accordi皿g　tO　the　gUide紅nes　established　by　the　InstitUtiOna亘Anima［
Care　and　Use　Committee　of　Meiji　University．
　　Preparation　qf剛jv8，　chemically，nodiltied，　and　physiOIOgicatly
denatUred　al伽in．　Rat　serum　albumin　was　purified　according　to　a
previously　described　method（4）．　Briefiy，　after　being　dialyzed　against
50血M　Tris・HCI　buffer（pH　7．0）containing　50　mM　sodium　chloride，
Iat　plasma　was　app疑ed　to　a　Blue　Sepharose　CL－6B　and　Sephacryl
S－300column．　Se田m　albumi皿eluted　in　the　major　peak　of山e　gel
chromatography　was　used　as‘‘native　a旦bumin”（α一helix　content　was
＞67％；Ref．9）．　The　putity　of　the　albumin　was　con血rmed　by　pe㎡form－
ing　SDS－PAGE．
　　Two　kinds　of　chemically　mOdi丘ed田bumins，鉛㎜ylated　album｝n
（F－Alb）and　maleylated　albumin（M－Alb），　were　prepared．1）Fomiy－
lation　of　albumin　was　pe㎡formed　according　to　a　previously　described
methOd（21）．　The　purified　native　albu血n（8　m　l　of　4　mglml　native
albumin）was面xed　with　formal（lehyde　solution（final　concentration
20％voレvol）and血cub ted　fbr　l　h　at　37°C　and　then　dialyzed　agai皿st
phosphate－buff red　saHne（PBS）．2）Maleylation　of　albu血n　was
performed　according　to　a　previously　described　method（7）．　After
being　dialyzed　against　O．1　M　sOdium　pyrophosphate　buffer（pH　9．0），
the　pu面ed　na口ve　albumin（5　ml　of　4　mglm1）was血lxed　with　O．5　ml
of　l　M　maleic　anhy面de　in　1，4dioxane　at　pH　9．O　and　left　for　5　．min
at　2°C　Imd　then　d孟alyzed　agahlst　PBS．　Fr㏄amino　groups　of　each
albumin　were　dete面ned　using　the　TNBS　me血od（17）．［lhe　formy．
lation　and　maleylation　of　the　amino　groups　of　the　albumin　mol㏄ule
㏄cun℃d　at　37．7　and　95．5％　ef血ciency，　respectively．　The　α一helix
co鵬nts童br　FAIb　and　M－Alb　were　32．4　and　31．4％，　resp㏄ほve亘y．
　　D2　and　D3　albumins　were　isoiated　accordmg　to　a　previously
described　metbod（4）．　The　B監ue　Sephamse　CL－6B，　Sephacryl　S－300，
and　DEAE　Sephadex　A－50　colu㎜s　were　used　to　isolate　these
訓bumins　from　Iats　that　had　received盒ve　kinds　of　oxidative　st【ess
（IHD，　diabetes，　acute　inflammation，　endotoxicosis，　and　aging）．　The
conformatio皿al　natUre　of　these　albumins　was　confi皿ed　using　CD　and
proIeolytic　sus㏄pt孟b孟臓y　analysis．　Protein　concentrations　were　deter一
血ned　according　to廿1e　method　of　Bradford．
　 rep ration　of　a ibodies．　Japanese　White　male　rabbits　were　i皿一
mu血ed with　native albui血or　M一湿b．　Freund’s　co即leに繭uv㎝t
was　used　for　th fi st　immu血ation，　and　incompleに幼uvaat　was
used　fo曲e　subsequent　immunizations．
　　The　lgt［｝　against　the　specific　epitopes　of　M－Alb　was　prepared　using
apreviously　described　method（4）．　Briefiy，　anti－M－Alb　IgG　was
mixed　with　an　excessive　amount　of　native　albumi皿and塁eft　fbr　l　day．
IgG　native　alburnin　complex　was　removed　by　perforrning　centrifuga－
tion　at　l2，0008fbr　20　min．　The　supematant　was　then　applied　to　a
Blue　Sephamse　Cレ6B　column　to　remove　free　native　albumin．　The
protein　s lution　pass血9㎞u帥the　colu㎜w麗used麗sp㏄皿c
M－Alb　IgG　The　binding　specificities　of　the　sp㏄i血c　M－Alb　IgG
aga血st　wbole　plasma　proteins　were　confirmed　using　Wesl／em　blot
ana且ysis and　pep ide　mass　fingerPrinting（4）．
　　9槻π’旗α廊oπ｛～f　total　and　denatUred　albu〃lins．　Plasma　tOtal　albu－
min（native＋denatured　fomis）and　denatured（D2　and　D3）aibumins
were　quantif ed　according　to　a　pleviously　described　method（4）．
Brie且y，　rat sma　was　subjected　to　SDS－PA（）E（fbr　total　albumin）or
native　PAGE（f6r　denatured　albumins）．　The　proteins　were　transferred
onto　a　polyvinyli（lene　difluoride（PVDF）　membrme　at　50　V　for　2　h．
Total　albumhl　was　qU nti且ed　using　anti一血ative　alb11血i血antiserd血
（丘lst　antibody），　and　denatUred　a且bumins　were　quan鉦ied　usi皿g　the
p面丘ed　lgG　against　th 　specific　ep孟topes　of　M－Alb（first　antibody）．
The fluor scence　i皿tensity　of　Fn℃一且abeled　anti－rabbit　goat　lgG（s㏄一
〇ndary　a面body）was　detemined　us㎞g　a　F且uorImager　595（Amer－
sham　Biosciences，　Piscataway，　NJ）．「
　　α）measurements．　CD　measurementS　were　pe㎡ヒ）rmed　according　to
the　methOd　of　Khan　et　al．（26）．　All　measurementS　were　pe㎡form〔Xi　at
25°C　using　a　spectropolarimeter（J－805；Jasco，　Tokyo，　Japan）．　Far　UV
CD　sp㏄血（200－250　nm）were　ob舩ined　using　a　O．1－cm　path藍ength
cell　at　a　prote血concentration　of　1．8　pM　il　sodium　phosphate　buffer
（pH　7．0）．　The　results　are　expressed　as　the　mean　lesidue　eltipticity
CMRB）．　The　helica置content　of　the　proteins　was　calculated　using　the
me血od　of　Chen　et　a】．（11）．
　　Proteolytic　susceptibilめへThe　lysosomal　fraction　f｝om　ra山ver　was
pu面ed　according　to　the　method　of　Ohsbita　et　aL（37）．　The　proteolytic
susceptibility　of　conformationally　different　albumins　was　evaiuated
according　to　a　previously　described　method（36）．　These　albumins
were　dia藍yzed　against　ultfap田e　water．　Each　pmtein（34　pl　of　O．4
mglml）was digested　with　34　p．l　of　lysosoma藍enzymes（1．O　mglml）
fbr　2　h　at　37°C，　pH　5．0．　The　protoolytic　reaction　was　tenninated　by
mixing　with 32μ10f　denaturation　buffer（3％SDS，1．2％2－mercap－
toethanol，2　M　urea．　3　mM　EDTA，　and　O．17　M　Tris・Hα，　pH　7．8）and
boiling　for　10　min，　and　th n　the　mixtUre　was　subjected　to　SDS－PAGE，
fbnowed　by　Westem　blot　analysis．　The　fluorescence　intensities　of　the
original　b nds　were　determined　using　the　F且uor㎞ager　595．
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OXU）A㎜STRESS　AND　ALBUMH可DEGRADATION
即eriment　2：　Athwnin　Uptake　and　Degradution　in　Pri’luarソ
C4JtUred乙’yθr　Ei：d（♪〃telial（】ellS
　　Protein励eling　with／luorescent　dyes。　FmC，　Alexa　488，　and　Cy3
fiuorescent　dyes　were　used　for　protein　labeling．　Labeling　procedures
were　perfo皿ed　according　to　the　manufactUrer’s　instuctions．　Proteins
used　i皿this　part　of　the　experimentS　were　prepa【ed　as　fb皿ows．　Native
albumin　was　purified丘om　nontreated　ratS血the　manner　desc曲ed　in
Preparation　ofnative，　che〃zically　modi］ied　physiotogically　denatured
の2and　D3，　albumin．　D3　albumin　was　isolated行om　rats　wi山
endotoxicosis．　Anti－gp18　and　anti－gp30　antibodies　we正e　prepared　in
the　manner　desc曲ed　in　Isolation　and　immunilation　of　gp18　and
8ρ30．Our　preliminary　experimentS　indica重ed　that　labe藍ing　with　fluo－
rescent　dyes　FrrC　and　A且exa　488　had　no　se1ious　influence　on　the
conformationai　natUre　of　native　albumin　in　terrns　of　the　a－helical
con1£nし
　　Preparation　ofra〃’ver　me〃thrane　proteins．　The　membrane　p凱ein
丘action丘o皿田t　liver　was　p叩pa置ed　using　the　differential　cenn重fUga－
don　method（39，56）．　Briefiy，　ra山ver　was　pe血sed　f「om　the　hepatic
portal　vein　us重ng　lOO互1岨of　PBS　and　ho皿ogenized　in　200　ml　of　150
mM　NaCI　d玉ssolved血buffer　A（0．l　mM　EDTA，0．2％2－melcapto－
ethano1，　and　50　mM　Ths・Hα，　pH　8．0）。　A丘er　centr血gat量on　at
lO5，0008for　l　h　at　4°C，　the　pellet　was　resuspended　in　200　m豆of
bufferβ（50　mM　NaCI　and　40　mMη一㏄ty1一β一D－glucopyranoside
dissolved　in　buffer　A）．’llie　resuspended　solution　was　cennif血ged　at
lO5，0008fbr韮hat　4°C，　and　the　supematant　was　coll㏄Ied　as
membrane　proteins．
　　Isolation　and　i，nmunization　of　gp18　and　gp30．　An　M－Alb　athnity
column　was　prepared　according　to　a　previously　described　methOd（28，
48）．Briefiy，1血e　Sephamse　4B　beads（1．5　g）were　incllbated　at　4°C　for
24　h　with　45　mg　of　M－Alb　in　50　ml　of　coupling　buffer（0．5　M　NaCl
and　O．1　M　NaHCO3，　pH　8．3）．　T甑e　coup且ing　ef丘c孟ency　was　1．5　mg　of
M－！Ub／Ml　of　gel．　Ame曲㎜e㎞c蔽o面omrat　Hver（2㎎ofpmtein）
was　applied　to血e　M－Alb｛痂i呼colu㎜（1　x　5　cm），　and　proteins
were　eluted　frem　the　column　using　the　stepwise　concentration　of　NaCl
（50，250，and　l，000　mM）．　These　procedures　were　performed　accord－
ing　to　a　pleviously　described　method（2，48，56）．　After　confirming　the
positions　of　gpl8　and　gp30　on　the　PVDF　membrane　using　ligand　blot
analysis（s㏄below），　gel　pieces　containing　gpl80r　gp30　we蹟e　excised
丘om　tbe　PAGE　gels，　and　each　pmtei血was　eluted　ushlg　an　electm－
e韮ution　appara加s（422　El㏄tme垂uter；Bio－Rad）．　Anti－gp18　and　anti－
gp30　antibOdy　were　prepared　in　the　manner　described血Preparation
（）fantibodies．’lhe　bindiilg　specificities　of　anti－gp18and　anti－gp301gG
aga血st　tota1髄ver　membrane　proteins　were　confimmed　by　SDS－PAGE
followed　by　Western　blot　analysis．
　　Ligandわ’o乙The　ligand　blot　was　performed　according　to　the
method　of　Schnitzer　et　al．（51）and　our　preliminary　expe血ents　us血9
bo血m℃－labeled　F－A韮b　and　M－Alb．　Membrane　proteins（500　pg）
were　separated　by　pe㎡fomming　SDS－PAGE　and　transferred　onto　PVDF
menibrane且lte正s　at　50　V　fbr　30　min．　After　being　washed　with　PBS
containing　O．1％Tween　20（voUvo亘），　the丘lter　membranes　we陀
incubated　with　FIJTC一董abeled　D3　a韮bumin（30　pglml）or　FrrC一韮abeled
native　albumin（0．030r　3　mglml）fbr　l　h．　For　competition．ana丑ysis
w血another　p節otein，　the　FITC－labeled　D3　album血was　mixed　wi血
unlabe韮ed　competitors（10－－fold　molar　excess　of　protein　competitor　or
lmg1血亜of　polyanionic　molecules　and　concanavalin　A；Ref、47）．
Fiuorescence　scavenging，　quenching，　and　insolubilization　caused　by
the　ad〔lition　of　nonlabeled　albumins　were　confirmed　to　be　negligible
in　OUr　p［e㎞直naly　eXpedmentS．
　　Isolation　and　cutture　of　MCs．　LECs　we憩e　separated㎞m　hepato－
cytes　by　differential　cenUif　lgat孟on（60）．　Ah｛luots（L3　ml）of　1血e　LEC
suspensions　were　seeded　in　collagen－coated　35－mm　dishes（4×106
cells）．　These　LECs　were　incubated　fbr　3　h　at　37°C　in　a　hu血d孟fied
incubator　under　5％CO2　in　a辻．　Each　dish　was　washed　twice　w註h
mediutn　A（Williams’s　medium　E　supplemented　with　lO％FBS，100
μglml　streptomycin，20　mM　HEPES，　and　lOO　IU／ml　penicillin）to
remove　nonadhe珀ent㏄lls，　after　which童ncubation　was　continue（l　fbr
C533
2hat　37℃w th〃zediion　A　excluding　FBS．　LEC　pOpulations　i血cUltuted
cdls　wene　confimed　by　oonfbcal　m置cmscqpic　observadon　afセer　the
incolpola匝on　of且uolescehlalnin－labeled　ovalbumin（3卜鳥91mi　me｛lium；
Refs．　5，47）．　The　puii重y　of血e　isolated　LBCs　was　86士4％．
　　B魏伽8，uptake，　and　degradatio’n　tzssay　of　FITC一励8鋸励瑚’η．
The　bind㎞g　and　uptake　assay　was　pe㎡for皿ed　as　described　previously
（35）．The　L£Cs　in　cultm　were　washed　with〃vaditan　A　and　re血卜
nis血ed　with　l．3　ml　of　tnedittm　A　conta㎞g血e　FITC－labeled　D3
瓠bumin　with　or　without　an　excess　of　unlabeled　hgand．　After　incuba－
d n　for　2　h　at　4°C（fbr　the　bincling　assay）or　37°C（f｛）r廿1e　uptake
assay），　the　culture　me（Hum　was　taken㎞m　each（Hsh．　The　nonspecific
恥orescence　was　determined㎞the　p1℃sence　of　unlabe豆ed　D3　albumin
（a　20－fold　molar　excess）．　For　the　competition　anI盛ysis，　Fn℃－labe韮ed
D3　albumin　was　i血ed　wi血鋤皿labeled　competitor（10－fold　molar
excess）or　l　mg1重n旦of　polyanionic　mo韮ecu畳es（47）before　incubation．
To　determine　the　endocytic　pathway　of　D3　albumin，　FiTC－labeled　D3
albumin　was　used fbr　quantitative　analyses，　and　Alexa　488一藍abeled　D3
albumin　was　used　fbr　confbcal　micmscopic　observations．　Fi晦in（5
Fg1血韮）（50）and　digitonin（4μM）（43），　inhibitors　of　caveolae－related
endocytosis，　and　PAO（2μM）（3），　an　inhibitor　of　cla血rin－related
endocytosis，　were・add〔Xi　to　the　cultUre　medium　in　both　the　uptake　and
degladation　assays．　These　dishes　were　washed　twice　using　O．35　ml　of
PBS，　and　IECs　in　each　disb　were　scraped　twice　using　l．O　ml　of
homogenate　buffer（4．77　gA　HEPES　and　85．6　g孤sucrose，　pH　7．5）．
Two　milliliters　of　h rvested　samples　were　homogenized　us血g　the
Polytron（Pr1200；Kinematic亀　Lucerne，　Switzerland）and　then　cen－
tr血ged　at　8，0008fbr　lO　mill　at　4°C．　The　supematant　was　trans艶rred
to　m丘croplates，　the　fluo1℃s㏄nce　inlensity　was　detemined　using　the
Fluor㎞ager　595， and　cellular　protein　was　estimatod　using　the　method
described　above．
　　To　quan k〔y血e　degrada丘on　of　Fn℃一篁abeled　albumin，　the　i皿tensity
of　TCA－soluble但uorescence　was　measured　acco曲ng　to　tke　method
of　Gekle　et　al．（18）．　Briefiy，　LECs　we爬cultured　w量th　FITC－labe豆ed
D3　albu面n　in血e　m㎜er　desc綱in面o嫌oπ副蜘圃昭（］s．
A負er a　2－h　incubati n，　ce ls　were　harvested　and　homogenized　in　the
manner　described　above．（沁e血皿liter　of　10％TCA　was　added　to　1
血且of　cellular　homogenate　and　kept　in　an　ice－cold　bath　fbr　10　min．
A食er　cenUifUgation at　8，0008fbr　lO　min，　the　supernatant　was
adjusted　to pH　7．4　using　a蓋M　Na2HPO4　buffer．　The　fiuorescence　of
he supern tant　was　detemined　using　the　Euorlmager　595．
　Confocal　microscopy．　Confbcal　images　were　captuied　according　to
the　methOd　of　John　et　 l．（22）．　B㎡efly，　g韮ass－bottomed　culture　dishes
pMatTek，　Ashland，　MA）were　coated　with　collagen　using　O．03％
conagen　in　O．　l　N a㏄tic　acid．　LECs　were　cultured　for　2　h　with　medium
Acontaining　the　fbllow孟ng　fiuorescent　pmbes：1）LysoTmcker（50
nM）and　Alexa　488－labeled　D3　albumin（2　pg／m1），2）Cy3－labeled
ant －gp181gG（3μ、glml）and　Alexa　488－labe且ed　D3　a韮bumin（20
pg／m霊），　and　3）LysoTlacker（50　nM）and　Alexa　488－labeled　D3
albumi （2　pg／mD　with　unlabeled　anti－gpl8　a且d　allti－gp301gG（50
μg1重nl　each）．　Confocal　images　of　LECs　were　captured　using　a　laser－
scanning　confocal　microscope（LSM　510；Zeiss，　Obed（ochen，　Ger・
many）．　Excitation　lin s　of　488　and　568　nm　were　used　to　de重z）ct　Alexa
488（BP　505－to　550一㎜emission）and　LysoTracker／Cy3血uorescence
（LP585　emi sion），　respectively．　QPtical　s㏄tions　wele　seI　at＜1μm．
Statistical　Analysis
　　Values　are　expressed　as　means土SE　Statistical　significance　was
evaluated　using　one－way　ANOVA，　followed　by　Fisher’s　multiple－
range　test．　Differenoes　we［e　considered　significant　at　Pく0．05．
RESUL肥S
Plasma A〃earance　of　Denatured　Alhu〃珈s・in　Ox’伽ive
Stress　in　Vivo
In血s　study，　we血st　a賃emp面to　con血m　whe由er　dena一
加爬dalbumins　such　as　those　we　previously　identified　in　rats
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with　endotoxicosis　generally　increase　in　response　to　other
㎞1ds　of　oxi（lative　stress．　For　this　pufpose，　we　used且ve㎞ds
of　o舳tive　stless：IHD，轍s，　ac鵬in且翻on，　endo－
toxicosis，　and’・aging．　As　shown　in　Table　l，　plasma　TBARS
Ievels　were　signi丘cantly　higher（2．5　to　4。O　fbld）in　the　five
models　of　oXidative　st【ess　compaled　with　young　contml　rats，
and　severe　hypoalbuminemia　was　observed　in田D，　acute
i11冠ammation，　and　endotoxicos孟s．　Accordingly，　a　negative　cor－
relation（R＝－0．94）betw㏄n　plasma　TBARS　levels　and
plasma　concentrations　of　total　albumin　was　observed（see　Fig．
2A）．　We　next　deter血ned　the　presence　of　denatured　albumins
using　the　purified　lgG　against　the　speci血c　epitopes　of　M－Alb．
Two圃or　i㎜unopeactive　plasma訓b面ns　were　detected　at
the　same　Rf　values　as　those　of　D2（0．39）and　D3（0．26）証b血n
in　rats　with　endotoxicosis　on　PVDF　membrane　transferred
盒om　native　PAGE　gels（Fig．　LA）．　Theα一helical　content　of
D2－1到（e　and　D3－1ike撮bumin　was　32＿33％and－4－0％，　Ie－
specdve｝y，　and　dlere　was　no　sign蓋丘cant　difference　among霊he
丘ve　models．　Lysosomal　enzymes　isolated　fr（）m　rat　l量ver　were
used　to　estimate　the　pro1£（）lytic　susceptibility　of　these　albu－
m量ns．　The　percentage　of　the　original　1）and　remaining　on　PVDF
me血brane　transferred　fU｝m　SDS－PAGE　gels　at　2　h　after
incubation　with　lysosomal　enzymes　was　54－61％in　D2－lil（e
albumin　and　31－36％in　D3－1ike　a蓋bumin．　Again，　we　6bserved
no　significant　differences　in　pl｛｝teolytic　suscqptibiHty　of血ese
albumins　in　Iesponse　to　each　treatment．　On　the　basis　of　the
results　describe　1　above，　we　con丘㎜e曲at　D2　and　D3　albu一
曲sa劃∋generaHy　Iecognized　in　the　oxida廿ve　st【ess　used　in
重his　study．
　　Plasma　concen粧ations　of　D2　and　D3　a董bumin　increasOd
signi血candy　in　the丘ve　kinds　of　oxidative　stress（Fig．1，　B　and
C）．The　incrementS　in　D2　and　D3　albumin，　however，　were・not
necessarily　the　same　when　comparOd　under　the　same　oxidative
st【ess．　Figure　2，　B　and　C，　shows　the　correlation　betw㏄n
plasma　TBARS　levels　and　plasma　concentrations　of　D2　and　D3
a皿）umin．　A　positive　co∬elation（R＝0．87）was　observed
betWeen　plasma　levels　of　TBARS　and　D3　albumin．　Altogether，
two　kinds　of　denatured（D2　and　D3）albumin　are　generally
Ta［ble　1．　P伽7πα翫’oわartガ伽7’c　acld－reactive∫μわ5襯cε，
P伽〃昭如如1alわ〃〃虹π，　andわ04y　wei8ht
加肋ノ諺Vθkinds　of　oxidative∫〃で∬
A
B
contrO薗
夏HD
dia．betes
ac．ute　infiamma ic．O．
C
endo重OX董cosjs
aging
b】ot　after　nat）’ve●PAGE
1　2　3　4　5　6
←D3
←D2
←Native
D2　albumin　concentratien
0　　 　　0．04　　　　①．⑪8　　　　0．12　　　　0916
　　D2　A旦bu皿諭Co髄centration（mg！m1）
control
醗D
“己abetes
ac腫te　i脆簸amm＆輔on
endotOX董COS麺
．agin9
】）3albumin　eoncentration
0 0．4 0．8 1．．2 1．6
Subjects
TBARS，nmoVml
Total　Album垂n，
　　mglml Body　Wち9
Co加⑩1，7wkIHD
Mabetes
Acute　inflammation
EndotoXicosis
Agi皿9，6mo
0．42土0．07
1．67土0．14‡
1．12±0．10†
1．61±0．15‡
L63土0．19‡
1．03±0．14†
50．6ゴ：4．3
25。3ゴ：4．3†
35．6±3．7＊
17．6±9。2‡
27．0士4．0＊
43．2±0．2
253．3土23
235．3±：6．4＊
222．3‡55†
211．1±3，2‡
213．2±6．0†
526．0±：17．2‡
　Values　are　means±SB　of　data　ffOm血ree　ratS．ハ伊一nitro－L－arginine　meth－
ylester（L－NAME），　streptOzotocin（STZ），椥随pendno　oil，　and　lipOPOIysaccha－
ride（LPS）were　adrninistered　tO　induce　ischemic　heart　disease（皿）），　diabetes，
acute　i皿fiarnrnation，　and　endotoXicosis，　Iespectively．　Blood　salnples　wele
ob瞬ned飢he　most　sev㎝pedod血each　treat皿ent　used　in　this　stUdy：IHD・at
lO　day＆　diabetes　at　7　days，　acute　infiammation　at晦，　and　endotoxicosis　at
L5　days　a負er　the呵㏄don．　Six－mo皿th－old　ratS　were　used　for　aged　Tats　without
any　treatment　Plas皿a吐瞳6ba【bituric　acid－reactive　substance（TBARS）levelS
were　detern血ed　fiuoromet【icaUy（59），　and　tOtal　albuii血i　was　determined　using
allti－rat　albumin　antibody，　Statisdcal　sig面icance　was　evaluated　using　one－way
ANOVA　followed　by　Fisher’s　multiple－mnge電ests．＊Pく0．05，†P＜0．Ol，and
‡P＜0。001vs．　contro1．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D3　Alb“mi皿Co皿centratieD（鵬9ノ亘皿題）
Fig．1．　Plasma　concen位ations　of　denatufed　albumin　in　rats　under　five　kinds　of
oxidative　stless．　Rat　plasma　was　sampled　fk｝m　contml　and員ve　kinds　of
oxidative　stress【lschemic　h甑di灘㎜），　diabe血：s，　acute　infiammation，
endotoxicos孟s，　and　aging】and　was　subjected　to　na雌ve　PAGE　and　transferred
onto　polyvinylidene　dit】uoride（PVDF）membrane．　Purified　IgG　against血e
specific　epitOpe　of　maleylated　albumin（M－Alb）was　used　to　detect　denatured
（D2　and　D3）a藍bumins　on　the　me血brane．　A：Westem　blot　profile；lane　1，
con紅ol；lane　2，　IHD；厩3，　diabetes；lane　4，　acute　inflammation；厩5，
endotOXicosis；and㎞ε6，　ag血9．　The　n皿orescence血tensity　was　quantified
using　the　Muorlmnager　595．　B　and　C：D2　and　D3　albumin　oon㏄n位ations，
㈹sp㏄dvely．　Blood　sarnples　were（nllected　at　the　rnost　severe　pefiOd　of
indiVidual　stress（see　Table　1）．　Values　a【e・mer皿s±SE　of　d鵬e　ratS．　Statistical
significance　was　evaluated　using　one－way　ANOVA　f｛）110wed　by　Fisher’s
mUltiple　range　test．＊Pく0．05，＊＊Pく0．01，　and＊＊＊Pく0．001　vs．　control．
r㏄ognized，　and　their　plasma　concentrations　increase　in　re－
sponse　to　the　ox da ive　stless　used　in　this　study．
β加ding　Characteristics｛ゾD3　AZわ塀η’π∫o　L’yεr
Me〃冨わrane　Proteins
　　To　characterize　th 　binding　properties　of　D3　albumin　to　liver
membrane　pmteins，　hgand　blot　analysis　with　several　compet－
itors　was　pedformed．　FITC－labeled　D3　albu血n（30μglmi
each）bound　to　the　18－and　30－kDa　proteins　on　the　PVDF
AJP－Cell∬Physiol・voL　289・sEPrEMBER　2005・www．ajpcefl．org
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．Fig．2．】1・lati・画P・b・伽㏄・pl・・m・・1・v・1・・f血・沁油i㎞・㏄id一囮㏄丘…ub・伽㏄（TBARS）・nd　alb・mi…T・Ul　alb・m血（native＋den鋤瓢゜）・D2（▲）・
細dD3曲㎜血・（・）w・・e　q・皿面・d…ing面ve　PAGE観・w・Xi・by・W・・tem・bl・t副y・i・（se・・T・bl・1　and　F垂9・1）・Pl・・m・mARS　I・vel・w・re・quantified・・血9
afluo㎜㏄spec血rophotometer（see　Table　1）．　A－C：爬lationships　for　tOtaL　D2，　and　D3　a至bumins，　respectiv¢1y．
membrane（Fig．3A，　lane　1）．　FrrC－labeled　chemically　m（xdified
albumins，　M－Alb　and　F－Alb（30μglml　each），　bound　similarly
to血e　18－and　30－kDa　proteins　on　the　PVDF　membrane．　The
：same　concentration（30μg1血）of　F皿C－labeled　native　alb皿min
・showed　no　detectable　bands　against　liver　membrane　proteins
（Fig．3A，　lane　2）．　However，　FrrC－labeled　native　albumin
bound　to　18－，30－，　and　60－kDa　protei皿s　at　the　higher　concen－
tration　of　3　mglmI（Fig．3A，　lane　3）．　On　the　basis　of　the
mol㏄皿ar　we量ghtS　and　their　binding　characteristics　to　several
album血s，　we　judged　these　18－and　30－kDa　proteins　to　be　gp18
and　gp30，　respectively，　both　of　which　were　previously　reported
by　Schni伽r　and　co皿eagues（47，51）．　The　60－kDa　pfotein　is
thought　to　be｛gp60，　which　is　known　as　the　receptor　for　trans－
cytosis　of　native　albumin　in　endothelial　cells（32，49・57・58）・
　　Fur血er　binding　characteristics　of　D3　albumin　to　gp　18　and
gp30皿embra皿e　proteins　ale　shown　in　Fig．3，、B　and　C．　A
lO－fbld　excess　of　unlabeled　F－Alb，　M－Alb，　and　D3　albumin
significantly　reduced　the　FITC－labeled　D3　albumin　binding　to
＜20％．A皿d－gp181gG，　anti－gp30　lgG，　a皿d　specific　M－Alb　IgG
Ieduced　the　b量nding　to＜40％，　respectively．　Furthermore，　poly－
anionic　maclomolecules（dextran　sulfate，　fUcoidan），　and　con－
canavalin　A　Ieduced　the　binding　to＜50％．　On　the　other　hand，
native　albu㎡n㎝d画㎜une　IgG　were　not血e　co即etitors
fbr　FITCIabeled　D3　albumin　binding．　These　Iesults　indicate
that　both　gp18　and　gp30　recognize　D3　albumin　as　well　as
M－Alb　and　F－Alb　and　that量onic（electrostatic）interactions
pardcipabe　in　the　binding．
Kineticん助5ε∫q随θω1κ如r　B’纏η8，ρ卿舵，
απ4Dε8「u吻∫’oπρゾD3　A1わ灘〃zin
　　LECs　in　culture　were　used　to　assess　the　binding，　uptake，　and
degradation　of　D3　albumin．　The　toぬl　binding　of　FITC－labeled
D3　albumin　to　LECs　increased　up　to　the　maximum　dose
（3μg／ml）we　used．　However，　the　specific　binding，　which　can
be　calculated　by　subtracting　the　nonspeciHc　binding　from　the
total　bind血g，　showed　a　satUrable　curve（Fig．4A）．　Figure　4B
shows　the　Scatchald　plot　of　the　specific　bind㎞g，　which　gave
parameters　of　Kd＝1．9　pglml　and　Bmax＝1025　nglmg　of　cell
protein．　We　next　examined　the叩take　of　D3　albumin　by　LECs．
The　specific　uptake　of　D3　albumin　increased　in　a　dose－depen－
dent　manner（Fig．4C）and　exhibited　a　maximal　ligand　uptake
of　551　ng mg　of　cell　protein．　Degradation　of　FrrC－labeled　D3
albumin　estimated　on　the　basis　of　the　acid－soluble　intensities　of
fiuorescence　incleased　similady　to　the　uptake（Fig．4D），　Ap－
proximately　one－fifth　of　the且uores㏄nce　was　observed　in　the
ac d－soluble　fヒaction　compared　with　the叩take　at　the　end　of
th 　2－h血cuba廿on．
　　FrrC－labeled　F－Alb（but　not　D3　albumi皿）showed　s㎞ilar
characteristics　of　binding，　uptake，　and　degrada血on　by　LECs．
FrrC－labe董ed　native　albumin，　however，　showed　negligible
binding，　uptake，　and　degradation　compared　wi山D3　albumin
and　F－Alb（data　not　shown）．
Effects　・fA渤・4∫ε5副Pのani・nic・M・lecules・η伽
Cellular　Binding，　Uptde，　and　Degradと漉oηqゾD3　Albi”n’n
　To　evaluate　the quantitative　s孟gnificance　of　gp18　and　gp30
0n　the　cenular　binding，　uptake，　and　degradation　of　D3　albumin，
LECs were　inc bated　with　FrrC－labeled　D3　albu血and
anti－gp　l　81gG，　a ti－gp301gG，　eq皿imolar　mixtures　of　gp　18　and
gp301gG，　sp㏄i血c　M－Alb　IgG，　and　polyanionic　molecules．　A
lO－f｛｝1d　molar　excess　of　anti－gpl81gG　and　an亘一gp301gG
reduced　the　binding　of　Fn℃－1abeled　D3拙bumin　to　LECs　to
－70％and－60％of preimmune　lgG，　respectively　（Fig．　5）．
The　equimolar　mixture　of　the　IgG　showed　an　additive　inhibi－
tory　 ff ct　on血e　binding，　resulting　in～20％of　the　b量nding　Qf
the　preimmune　lgG．　A 10－fold　molar　excess　of　specific　M－Nb
IgG舳ced　the　binding　to－10％of　prei㎜une　IgG．　Poly－
anionic　molecules，　the　same　as　those　described　in　Binding
character’5”cs　・fD3　alわumin・t・伽er　membrane　pr・teins・md
for　concanavalin　A，　Ieduced　the　binding　to　20－70％of　pleim－
mune　IgG，　depending　on　the　knds　of　molecUles（dextran
sulfate　and　fUcoidan　are　shown　in　Fig．5）．　F－Alb　and　D3
albumin　reduced　the　bi皿d孟ng　of　FITC－1abeled　D3　a飛）umin　to
LECs　to～10％of　preimnlune　IgG．　Native　albu皿in　did　not
significantly　reduce　the　binding．　Similar　resuks　were　observed
regarding　the　uptake　of　D3　albumin．
　　Fur山er　analyses　of山e　lgG　regarding　the　specific　uptake　and
degradation　of　D3　albumin　were　performed　using　increasing
concentrations　of　the　IgG．　An　inhibitory　effect　of　the　anti－gp　18
1gG on　the　uptake　of　D3　albumin　Ieached　a　plateau　value
（70－80％of　the　control）at　a　concentra丘on　of～20　P91m　l・and
the　effect　did　not　change　up　to董00　pglml（Fig．6A）．　The　same
AJP－Cell　Physiol。vOL　289・sEPrEMBER　2005・www．ajpcell．org
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　　　　　　　　　　　　　　　Binding　between　gP3e　8“d　D3　Albumin　（％）
Fig．3．　Cornpetitive　ana｝ysis　of　D3　a皿ひumi皿binding　to　gp18and　gp30．　Liver
me血brane　proteins　were　separated　by　perf（｝m血g　SDS－PAGE　a皿d　transfeired
onto　a　PVDF　membrane　fiIter，　The　binding　of　fiuorescein　isothiocyamate
側℃）－1abeled　D3　albumin　was　estimated　in　the　pnesence　of　a　10一正bld皿olar
excess　of　proteins　and　l　mglml　polyanionic　mol㏄ules　indicated　in　the
o曲nate．　Specific　M－Alb　IgG【efersωthe　purifiOd　IgG　against山e　specific
epi電opes　of　M－Alb．　The伽oπ診scence血tensities　of　the　bands　we【e　detem血ed
using　the　Muor】㎞ager　595．、4：profile　of吐re　binding　of　the　FI’rC－labeled　D3
albumin（lane　l；30　F91m1）and　Fn℃一且abe塁ed　nI曲e　albumin（厩2，30μ9；
lane　3，3mgtml）to　liver　membrane　proteins　without　compedtors。　B　and　C：
inhibition　of　Fn℃－labeIed　D3　albumin　binding　to　gp　I　8　and　gp30　by喧he
indicated　colrrPetitors，　respectively。　Values　are　means士SE　of　fbur　observa－
dons、　Statistical　significan㏄was　evaluated　using　one－way　ANOVA　followed
by　Fisher’s　multip監e一剛ge　test＊＊＊P＜0．001　vs．　conImL
but　a　shght互y　stronger　inhibitoly　effect　was　observed　when
and－gp301gG　was　used．　The　equimolar　mixtu爬of　both　and－
gp　18and　anti－gp301gG　showed　additive　inhibitory　effectS　on
the　uptake　of　D3　albumin，〔esulting　in～20％of　the　control
vahe　at　a　concentration　of　20μ9／ml　and皿p　to　lOO卜Lglm重．　The
specific　M－Alb　lgG　inhibited　the　uptake　of　D3　albumin　most
effectively，　resulting　in～10％of　the　contr（）1　at　a　concentra丘on
of　20　P91ml　and　up　to重00｝鳥91m1．　Similar　inhibitory　effects　of
IgG　were　observed　in　the　degradation　of　D3　albumin（F孟g．6β）．
These　resultS　supPort　the　data　shown　in　Figs．3and　5　and
suggest　that　gp　l　8　and　gp30　a【e　the　main　receptors　fbr　D3
albu血n　degradation　in　LECs．
　　Laser－scaming　confocal　micmscqpy　was　used　to　con㎞
the　results　obtI通ned　above．　LECs　were　incubated　with　Lyso－
Tracker（a　red　fluorescent　marker　of　the　acidic　lysosomal
compaltment）and　Alexa　488－labeled　D3　albumin　fbr　2　h　at
37°C．An　overlay　plot　of　these　color　distrib皿tions　within　the
cell　demonstrated　that　most　of　the　D3　albumin　existed　in　the
lysosome（Fig．7A）．　The　l（舳zadon　of　ce皿surfaoe　gp18　and　the
bindhlg　site　of　D3　albumin　were　confirmed　using　an　unsaturable
dose（3　P91ml）of　Cy3－labeled　an廿一9P181gG　and　Alexa　488一
丑abeled　D3　albロmi皿．　Again，　these　two　colors　coexisted　on　the　oe皿
surface（Fig．7B）．　Conf㏄al　images　of　Cy3－labeled　anti－gp301gG
were　si】rnilar　重｛｝　those　of　（こソ3一塗abe塁ed　anti－gp18　1g（｝　（data　not
shown）．　A　saturable　dose（lOO　pglmi）of　the　equimolar　miXtU【e　of
a面一gpl8　and　anti－gp30　lgG　conrpletely　blocked重he　D3　album血
binding（Fig．7C）．　Altogether，　we　confirmOd　that　D3　albumin
bindS　primarily　to　the　cen　sulface　p【oteins，9Pl8　and　gP30，　and　is
degraded㎞the　lysosome　of　LECs．
E剛o｛ツ”c・Pat加αy5／br　D3　A伽朋’πD88π磁∫’oη
　　We　next　attempted　to　elucidate　the　endocytic　pathway　of　D3
albumin　in　LECs．　For　this　purpose，　we　used　two　kinds　of
inhibitors：PAO（an　inhibitor　of　da血rin一顧elated　endocytosis）as
well　as　filipin　and　digitonin（inhibitors　of　caveolae－reiated
end㏄ytosis）．　PAO　had　no　significant　eff㏄ts　on血e　up釦（e　and
degradation　of　D3　albumin　during　the　incubation　fbr　2　h　at
37°C．In　contrast，　both　filipin　and　digitonin　showed　a　strong
inhibitory　effect　on　the　uptake　and　degradation　of　D3　albumin，
resulting　in　reduced　uptake　and　degradation　to～20％of　the
contm1（Fig．8）．　These　resu且ts　indicate　that　D3　albumin　is
degraded　in山e　lysosome　via　caveolae－reiated　end㏄ytosis
after　binding　to止e　ceU　surface　recqptors，9P　18　and　gP30．
Conf㏄al　micmscopic　observations　suppOrt　the　data　shown　in
Fig．8．　Intrace且Mar　D3　albumin（green　in　Fig．9B）c㏄xisted
with　the　lysosome　in　the　presence　of　PAO，　but　no　fluorescent
signals　derived　from　D3　albumin　were　observed　in　the　pres－
ence　of　filipin（Fig．9A）．
DISCUSSION
　　The　major　findings　of　the　present　study　are　as　fbllows：1）
plasma　concentrations　of　denatured（D2　and　D3）albumin
increase　in【espOnse　to　oxidative　stress，2）D3　albumin　binds　to
gp　18and　gp30 membrane　proteins　prepared　from　rat　liver，3）
gp　l　8－and　gp30－mediated　endocytosis　is　the　primary　pathway
f（）r血edegradation　of　D3　alb皿min　in　LECs，　and　4）D3　albumin
is　incorporated　into　LECs　by　caveolae－related　end㏄ytosis　and
reaches　the　lysosome．　We　discuss　these　points　in　order　below．
A／P－（rell」Physio’・voL　289・SEFrEMBER　2005・www．ajpcell．org
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Fig．4．　K血etics　of　the　cellular　b血ding，叩take，　and　degradation　of　D3　albumin，　A：㏄llular　binding　kinedcs　of　Fn℃－labeled　D3　albumi皿were加vestigated血
p血nary　cul軸皿ed　hver　endothelial　cdls（LECs）incubated　at　4°C　fbr　2　h．　The　nonspeci盒c　bi皿ding　was　determined　in　the　presence　of　unlabeled　D3　albumi皿
（2〔）fold　excess），　and　the　specific　b血ding　was　calculated　by　subtrac血g　the　nonspeci丘c　bind血g血Dm　theωtal　binding．β：Scatcha【d　plot　ofIthe　specific　binding
Curve　show皿in　A．　C：ce腫ular　uptake　of　D3　albumin　was　analyzed血the　same　man皿er　as　in　the　b血（盤ng　anaiysis，　except　for　an　incubation　temperatUre　of　37℃．
D：cellUlar　degradation　of　D3　alburnin　was　esti皿ated　ftt）m　the　intensides　of　add－soluble　fiuorescence　in　the　cellular　fraction．　LECs　were　incubated　in　the　same
＿used　for　cellular　uptake．　Values　are　means士SE　of皿㎜obse圃ons。
Oxidative　Stre∬and　Plas〃m　Concentrations
of　Z）enatured・Athumins
　　Wc　used　five　models　of　oxida虚ve　stress，　including㎜），
diabetes，　acu1£血flammation，　endoωxicosis，　and　aging．　Firsち
we　determined　the　plasma　levels　of　TBARS　and　tota1　albumin
in　these　five　models　tD　confirm　whether　the　rats　were　under
oxidative　s加ess．　As　shown　in　Table　l，　we　observed　an　in－
creased　level　of　TBARS　in　all　models　of　ox量dative　stress　used
in　this　study，　and　these　results　ale　consistent　with　previous
reports　regarding　IHD（10），　diabetes（30），㎞且一don（8），
｛md　ag孟ng（24）．　Meanwhile，　total　albumin　decreased，　which
also　has　b㏄n　reported　previously　fbr　IHD（14），　diabetes（19），
acute　inflammation（52），　endoωxicosis（4），　and　aging（41）．　In
the　plesent　study，　we　6bserved　a　negative　correlat壼on　between
plasma　TBARS　and　total　albumin　in　the　five　rnodels　of　oxida－
tive　st【ess，　and　the　correladon　c㏄f行cient　was－0．94　through
tlle　models．　These　resultS　suggest　that　the　rats　were　under
oxidative　st【ess，　although　the　severity　of　the　oxidaUve　stress
山f【磯dwithin　the　models．　We　next　detem並ned　the　plasma
conce trations　of　denatured（D2　and　D3）訓bumin，　both　of
which　were　previously　isolated　in　rats　with　endotoxicosis（4），
and　fbund　that　levels　of　both　D2　and　D3田bumin㎞creased
significantiy　in　the　five　models　of　oxidative　stress（Figs．1and
2）．Plasma　levels　of　D3　albumin　showed　a　positive　correlation
with　that　of　TBARS（R＝0．87）．　These　results　may　indicate
that　free　radical　species　attack　plasma…曲umin　and　that　the
denatuied　albumins　caused　by　the　reaction　are　rapidly　elimi－
nated　ffom　the　c量1culathlg　blood，　resulting　in　subsequently
decreased　concentrations　of　total　albumin．
Plasma　alb㎜min　is　knovvn　to　be　a　labile　molecule　ag血st
oxidadve　damage．　It誌thought　tく）act　as　an　antioXidant　in　the　body
to　pmtect　against　oxidation　of　body　oomponents　such　as　low－
density韮ipqproteins（15）and　bound　fatty　acids（42）．　Kaski　et　al．
（53）repOrted that　IHD　increases　levels　of　ischemia　m（xdified
alb㎜1瓜which　has　n 　abdhty　tO　bind　cobalt，　Era　and　co皿eagues
have　r pOr ed　that　diabetes（54）and　agi叫9（16）Ies血in　j皿αeased
levels　of　oXidiZ d　albumin（nomnelcaptalbumin）．　It　is　also㎞o㎜
hat　albun並n　is　denat皿1ed　by撫）radicals　in　vi軸r｛｝（12）．
AJP－Ce”助y∫めZ・voL　289・sEF「ll］MBER　2005・www．ajpce皿．org
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Fig．　5．】tnhibition　of　cellUlar　binding　a皿d　uptake　of　D3　albumin　by　a皿ti－gp18
1gG，　a加一gp301gG，　specific　M－A］b　IgG，　and　po監yanionic　molecUles．　LECs
we【e　inc廿baにd　with　FH℃－1abeled　D3　albu血n　and　a　lO－fold　molar　excess　of
．the　molecUles血dicated　in　the　o曲te　for　2　h．　Anti－9Pl81anti－9P301gG　refers
to　the　eq血01ar　mixt皿e　of　an直一gpl81gG　and　and－gp301gG．　Sp㏄mc　M－Alb
IgG∬refers　to　the　purified　lgG　against　the　specific　epitopes　of　M－Alb，　B血di皿g
（closed　bar）and　uptakc（qpen　bar）were　perf（）皿ed　at　4℃and　37°C，　respec－
tivdy．　A丘er　being　washed　wi重h　PBS，　the　ce皿ular　i皿tensides　of負uorescence
were　de重em血ed　us血g　the　Huor㎞ager　595．　Data　ale　exp肥ssed　as　a　pepcent－
age　of　the　signal　6bserved血thc　contr61．　Va藍ues　are　means士SE　of　lhlee
observadons．　Statistical　significance　was　evaluated　using　one－way　ANOVA
fbllowed　by　F董sller’s　mu匪⑪le－range　testS．＊＊＊P＜0．001　vs．　con紅ol．
　　As　described　above，　many　kinds　of　modified　and　structurally
altered　albu阻ins，　including　D2　and　D3　albumins（4），　have　been
reported．　However，胱tle孟s㎞own　about　their　degra〔蜘ive
nature　on　a　molecUlar　bas童s．　We　therefb㈹next飢empted　to
characterize　the　degradative　pmcess　of　D3　albumi皿by　using
pri・mary　cultured　rat藍iver・endothelial・cells・
this　study　speci且cany　fecognize　the　resp㏄dve　antigens　and
inhibit　the　binding　of　D3　albumin．　The　specific　M－Alb　lgG　is
ほ10ught　to　Iecognize　D3　alb皿min’s　binding　sites　to　gp18　and
gp30　andlor　to　another　site　hidden　inside　the　mo1㏄ule　in　the
native　state．
　　Polyanionic　molecUles　were　used　to　characterize　the　binding
betw㏄n　D3　albumin　and　gp180r　gp30．　As　shown　in　Fig．3，
dextran　sulfate　and　fUcoidan　significanUy　inhibited　the　bindin9，
suggesti皿g　that　ionic　（electrostatic）　interactions　based　on
charged　amino　acids　participate　in　the　binding．　The　same
inhibitory　effects　・of　polyanionic　molecules　have　been　observed
in　the　binding　between　chemically　modified　albumin　a皿d　gp　l　8
0r　gp30（47）as　well　as　in　the　b孟nd孟ng　of　the　other　scavenger
receptors　and　their　respective　hgands（27，28）．
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　　In　preVious　studies　by　SchnitZer　and　coneagues（47，51），
chemically　denatUred　albumin　such　as　F－Alb　has　been　found　to
bind　the　l　8－and　30－kDa　pr（）teins　referred　to　as　gPl8and　gP30
負o阻rat　hver．　h曲e　present　s血dy，　we　attempted　to　confirm
whe由er　these　membrane　pmteins　equally　recognize　physiolog－
icany　denatured　album血，　D3　a監bumin．　By　using　chemically
modified　aibumins（F－Alb，　M－Alb）and　IgG　against　gp　l　8　and
gp30，　the　bind量ng　nat肛e　of　D3　a蓋bumin　to　gp18and　gp30　was
investigated　using　ligand　blot　analysis．　A　lO－fbld　molar　excess
of　uniabeled　D3　albumin　s量gnificantly　reduced　the　binding　of
HTC－labeled　D3　a塾bumin　to　gpl8　and　gp30（Fig．3，　B　and（⊃．
The　same　eff㏄ts　were　observed　when　HTC－labeled　D3　albu－
min　competed　with　F　and　M－Alb，　but　not　with　native　albumin．
These　resUlts　suggest　that　D3滋bumin，　F－Alb，　and　M－Alb
expOse　the　common　binding　sites　tO　gp　l　8　and　gp30，　w㎞ch膿
hidden　inside　the　molecu亜e　in　the　native　state．　This　exposule
may　enable　these　three　denatured　albu血ns　to　compete　with　the
bi皿ding　to　gP　l8　and　gP30　melhbrane　proteins．
　　AntibOdy　against　the　specific　epitopes　of　M－Alb　as　well　as
anti－gp18　a皿d　anti－gp301gG　inhibited　the　D3　albumill　binding
to　gpl8　and　gp30　membrane　proteins　to　a　similar　degree（Fig．
3）．These　findings　indicate　that　the　antibodies　we　prepared　in
spec韮飯c　M・A璽MgG「
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Fig．6．　Doseイ1ependent　inhibition　of　cel1Ular　uptake　and　deg田da口on　of　D3
曲umin　by　a皿並一gp181gG，　anti－gp301gG，　and　speci且c　M－Alb　IgG．　LECs　were
incubated　with　HTC－1abeled　D3　albumin　and血creasing　concen駐ations　of
prein皿竜me　IgG（◎），　anti－gp181gG（▲），　and－gp301gG（△），　an　equimolar
mixtule　of　thes 亜gG（■），　or　specific　M－Alb　IgG（ロ；pu盛丘ed　IgG　against
specific　el｝itOpes　of　M－Alb）賃br　2　h　at　37°C，　respectively．　Cellular　uptake　of　D3
albuii血was　evaluated　as　the　total　intensities　of㏄Ilular　fiuorescence，　and
degladation　was　evaluated　as血e　acid－soluble　intensi“es　of㏄llular　fiuoff…s－
cen㏄．　Da甑a爬expIessed　as　a　peroentage　of　the　signal　observed　in　the　contfol．
A；cellular　uptake　of　D3　albumin．　B：degladadon　of　D3　albumin，　Values　a爬
means±SE　of　th爬 　observadons．
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　　Many　signal　sequences　such　as　PEST，　KFERQ，　YXRF，
NPXY，　COOH－terminal　dileucine　motif（LL），　and　so　forth
have　been　reported（6，13）．　The　binding　motif　of　albumin
molecules　to　gp　18and　gp30　receptors　is　of　great　interest　w誕h
regard　to　albumin　degradation，　b㏄ause　this　sequence　could
possibiy　recognize　the　albumin　molecule　to　bc　broken　down　in
the　circulating　blood．　This　sequence　has　not　yet　been　eluci－
dated，　however，　because　the　precise　characteristics　of　gp　l　8
and　gp30，　inctuding　their　cDNA　sequences，　have　not　been
investigated．
Bind’ng，乙lptake，　and　Degradation（ゾD3　Albu〃lin
わ二yLECs　in　Culture
　　Kinetic　analysis　of　D3　albumin　binding　to　LECs　was　per－
formed（Fig．4A）．　A　Scatchard　plot　of　the　specific　binding（Fig
4B）revealed　the　fbllowing　cell－protein　parameters：κd＝L9
μglm1（28．6　nM）and　Bmax＝　102．5　ng！mg．　The　blnding
af丘nity　of　D3　albumin　to　LECs　is　thought　to　be　high　compared
with　values　reported　previously　in　the　literature；that　is，　the
athnity　between　M－Alb　and　the　microvascular　endothelial　cells
from　the　epididymal　fat　pad（Kd　＝：　48　nM）（47）and　the　affinity
between　modified　albumin　such　as　AGE－BSA　and　LOX－1ceHs
（Kd＝149　nM）（23）or　AGE－BSA　and　CD36（Kd＝62　nM）
（34）．Such　a　high　affinity　between　D3　albumin　and　LECs　may
contribute　to　the　rapid　elimination　of　denatured　albumin　from
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Fig．7．　Conf㏄al　microscopic　observations　of
LECs．　LECs　were　incubated　fbr　2　h　at　37°C（A
and（▼｝or　4°C（B）with　Alexa　488－labeled　D3
albumin（gleen）and　the　indicated　compounds．
A：intracel監u璽ar　distributions　of　LysoTracker（a
red伽orescent　marker　of　the　lysosomal　com－
pa貫ment）and　D3　albumin（green）．　The　over－
1ay　plot〔yellow）of　these　two　colors　ind童cates
that　D3　albumin　existed　in　the　lysosome　within
the　LECs．　B；cell　surface　disnibution　of　gP　18
and　the　binding　s忙es　of　D3　albumin．　Cy3－
labeled　anti－gp　l　81gG（3　Fglml；red）and　Al－
exa　488－tabeled　D3　albumin　（green）were
added　to　the　medium　and　incubated　fbr　2　h　at
4°C．The　same　distribution　pattems　between
規）18amd　D3　albumln　were　observed　o皿the
cell　suI｛a㏄．　C：inhibito！y　effectS　of　anti－gp】8
and　antレgp30　IgG　on　the　incorporation　of　D3
a！bumin　into　LECs．　The　same　condition　used
in　A　was　used，　except　fbr　the　addition　of
anti－gp　l　8　and　anti－gp301gG，　The　equimolar
mixture　of　these　IgG（1（X｝ptglml）completely
blocked　the　incorpOration　of　D3　albumin．　Each
image　is　typical　of　three　experiments　in（liffer－
ent　c山ures．　Scale　bar，5pm．
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Fig．8．　Effects（⊃f　the　end【｝cy廿c　inhibitors　on　the　uptal（e　and　degradation　of　D3
a】bumin．　LECs　were　incuba重ed　f｛）r　2　h　aI　37°C　w曲FrrClabeled　D3　a】bumin
in　the　presence　of　pheny蓋arsine　oxide（PAO，　an　inhibitor　of　cla廿頃n－related
end㏄ytosis），　filipin，　and　digitonin（inhibitors　of　caveolae－related　endocytosis）・
PAO（2　FM）showed　no　effbect　on　the　uptake　and　degradation　of　D3　albumin．
In　c〔〕nt【ast，　bo 　fiiipin（5晒g／m1）alld　digi紅onin（4　pM）inhibited　the　uptake
and　dcgradati（m　of　D3　albumin　to～20％｛｝f　the　control　level．　The　specific
uptake（c】osed　bar）and　degradation（open　bar）were　estimated　in　the　same
manner　as　described　in　Fig．4．　Data　are　expressed　as　a　per℃entageく）f　the　signal
in　the　ab．gence　of　any　inhibitor｛control）．　Statisticaj　sjgnjficance　was　eva】uaIed
using　one－w y　ANOVA　fo］lowed　by　Fishcr’s　mllltiple　range　tes喧s，＊＊＊P＜
0．001　vs．　contr（｝1，
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Fig．9．　EffectS　of　endQcytic　inhibitors　on山e
uptake　of　D3　albumin．　Conf6cal　micmscopic
observations　of　LECs．　LECs　were　incobated　fbr
2hat　37°C　with　Alexa　488－1abeled　D3　albumin
（gleen）and　LysoTracker（red　Huorescent　marker
of　the　lysosomal　compa血nent）in　the　presence
of　PAO（an　inhibitor　of　clathrin－related　end（》cy一
欝識膿蹴階監。欝膿窟B
of　th配e　experiments　in　different　cultures．　Sca｝e
bar，5Fm．
・PAO
Lys｛DTracker
Alcxa　4xx－labclcd
　D3　albumin overlay
circulating　blood　via　the　endothelial　cell　surface　receptors　gP　l　8
and　gp30．
　　The　cellular　binding　and　uptake　of　FITC－1abeled　D3　a畳bumin
were　significantly　inhibited　by　denatured　albumins（D3　albu－
min，　F－Alb，　and　M－Alb）and　by　andbodies（against　gp　l　8，　gp30，
and　spccific　epitopes　of　M－Alb）（Fig．5）．　The　same　inhibitory
results　were　observed　in　the　ligand　blot　experlments（Fig．3，　B
and　C）．　The　most　remarkable　observations　regarding　Figs．5
and　6　are山at　anti－gp　l　8　and　gp301gG　additively　inhibited　the
binding　and　uptake　of　D3　albumin，　resulting　in　an～80％
inhibition　of　the　uptake　and　degradation　of　D3　albumin．　These
phenomena　led　us　to　think　that　gp18and　gp30　equally　partic－
ipate　in　the　incorporation　and　degradation　of　D3　albumin　and
that　most　of　the　D3　albumin　is　incorporated　into　the　cell　by
these　recep重ors．　The　LECs　degrade　most　of　the　modified
albumin　in　the　body（5）．　Consequently，　it　may　be　that　the
degradation　of　D3　albumin　via　gp　18and　gp30　is　the　phmary
degradation　pathway孟n　the　body」n　our　experiments，　gp豆8and
gp30　shared　the　ability　to　incorporate　D3　albumin　into　the　cell．
This行nding　may　be　interpreted　as　fol且ows．　First，　gp　l　8　and
gp30　may　recognize　the　same　binding　site　in　denatured　albu－
min．　As　such，　gp　18and　gp30　may　contribute　to　the　degradation
of　denatured　albumin，　depending　on　the　number　and　affinity　of
each　receptor　exposed　on　the　cell　surface．　Second，9P夏8and
gp30　may　recognize　different　sites　of　denatured　albumin．　Each
receptor　in　this　case　may　correspond　to　degraded，　denatured
albumin　wlth　different　steric　conformations　resulting　from
various　changes　三n　body　status．　In　any　case，　pr㏄】se　expen－
ments　are　n㏄ded　concerning　the　amino　acid　sequences　that
bind　to　gP18and　gP30．
’πcoηワoration（～ズD3　A’bu〃1’πわy　Caveola｛～－Re’α’ed
Endocy’0∫’5
　　The　mechanisms　underlying　receptor－mediated　endocytosis
are　thought　to　be　divided　into　two　categories　based　on　the
proteins　that　participate　in　the　endocytic　process：clathrin一
related　 ndo ytog．　is　and　caveolae－related　endocytosis（45）．　We
used　the　specific　inhibitors　of　these　endocytic　pr㏄esses　重o
confi　rm　the　process　used　in　the　degradation　of　D3　albumin．　As
shown　in　Fig．8，　both　mipin　and　digitonin，　spec面c　inhibitors　of
caveolae－related　endocytosis，　inhibited　the　uptake　and　degra－
dation　of D3　aibumin　in　LECs　in　culture．　In　contrast，　PAO，　an
inhibitor　of　clathrin－related　end㏄ytosis，　showed　no　significant
effect　on　the　uptake　and　degradation　of　D3　albumin．　This
evidence strongly　suggests　that　D3　a亘bumin　travels　with　caveo－
lae　to　the　lysosome　after　attaching　to　the　cell　surface　receptors
gp　l　8　and　gp30．　Confocal　microscopic　observations　support　the
above　hypothesis（Fig．9）．　To　date，　the　caveohn　mol㏄ule　has
b㏄nrevealed　to　partic孟pate　in　cellular　traf行cking　of　modi行ed
albumins　in　endothe ia且cells（46，50）．　However，　a　recent　repOrt
by　Hansen　et　a1．（20）indicated　that　endo重he】ial　cells　incorpo－
rate　the　mOdified　albu血n　using　clath血rather　than　caveolin
vesicles．　The　r ason｛b 　this　different　pathway　is　thought　to　be
th 　differ ce　in　the　albumin　molecules．　Intracellular　transport
of　a且bumi 　molecules　seems　to　take　different　pathways，　de－
pending　on　the　receptors　that　can　recognize　the　structura重and
mOdif cational　nature　of　the　albumin　molecu且e，　and　this　differ－
ence　is　partly　defi ed　as　fbllows．　Complexes　with　native
albumin　and　gp60（albondin）（32，46，57）and　complexes　with
gold－albumin　and　gP　18　andlor　gP30（46，50）are　internalized
via　cav ol e－related　endocytosis，　whereas　complexes　of　AGE－
albumin　 nd　stabilin－2（FEEL－2）are　internalized　via　clathrin－
rei ed　end㏄ytosis（20）．　No　data　are　available，　however，　to
elucidate　the　cellular　events　occurring　after　albumin　attaches　to
gp l　8　and　gp30．　In　the　present　study，　we　have　obtained　direct
evidence　that　physiologica聾y　denatured　albumin　is　degraded
via　caveolae－mediated　end㏄ytosis　after　attaching　to　the　cell
surface　receptors　gPl8and　gP30・
　　In　summary，　we　first　demonstrated　that　oxidative　stress
generally　increases　levels　of　denatured　albumin（D2　and　D3
albumin）in　circu且ating　blood　in　rats．　Second，　we　have　shown
that　D3　albumin　binds　to　the　18－and　30－kDa　membrane
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　proteins　that　have　been　reported　as　scavenger　Ieceptors　named
gpl8　and　gp30　fbr　chemica旺y　mo（lified　album血．　Third，　we
．have　demonst【ated　that　gp18－and　gp30－mediated　endocytosis
is　the　primary　pa血way　fbr　the　degradation　of　denatured　albu－
m㎞血primary　cultured　e且dotheHal　ceils．　Fourth，　we　have
－obtained　direct　evidence　that　caveolae－med孟a重ed　end㏄ytosis　is
　the　route　fbr　the　degradadon　of　physiologically　denatured
　albumi皿after　atta（；hing　to　the　cell－surface　Iec叩tors　gPl8　and
　gP30．　On　the　basis　of血ese　Iesults　and　our　previous　findings，
we　think　that　we　can　pmvide　a　sequencing　image　for　the
degradat量on　of　serum　albumin，　taking　into　acco皿t　both　the
　genem丘on「of　denatured　albu㎡皿in　vivo　and　the　recognidon　of
denatUre　i　albumin　on血e　cell　surface　and　intracellular　eventS
f（｝rthe　degmdation　of　denatuled　albumin．　At　present，　however，
we　have　no　information　ava丑able　that　would　alow　us　to
answer廿1e　fbnowi皿g　questions．1）Is　there　a　receptor　that　can
　recognize　nadve　albumin　and　lead　to　its　degradation？2）Are
there　amino　acid　sequences　in　albumin　molecules　that　can　be
　Ieco9】血ed　by　gP18　and　gP30？3）What　is血e　produc直on　rate
　of　denatured　a塁bumin　in　vivo？On　the　basis　of　our　present
findings，　we　may　be　able　to　elucida重e　more　plecisely　the　details
　of血e　degrada丘ve　process，　pa血culafly血the　seUing　of　oxida－
　tive　streSS．
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　生体内におけるタンパク質の分解や排
出は、生体の恒常性を維持する反応の1
つである。特に変性タンパク質はフォール
ディング病（狂牛病・アルツハイマー病・パ
ーキンソン病など、変性タンパク質の蓄積
で誘導される疾患の総称）につながる場合
が多く、速やかな消失が望まれる。しかし
個々のタンパク質がどのような機構で消失
するのかについては、未だ不明な点が多
い。そこで本研究では、血漿中で量的に最
も多い血清アルブミンをモデルタンパク質
として選び、ラットにおける変性アルブミン
の分解及び排出機構を調べた。
毒ラットの血液から2種類の変性アルブミン
を認めた。構造解析の結果、これらが変性
中間体と完全変性状態であることが判明し、
D2およびD3アルブミンと名づけた（表1）。
表1各種アルブミンのαヘリックス量と
　　プロテアーゼ感受性
　αヘリックス量はCDスペクトル分析から算出した。
プロテアーゼ感受性は各アルブミンをラット肝臓より
単離したリソソーム酵素で37℃2時間インキュベート
した。各サンプルをWestem　blotして、アルブミンバ
ンドの残存率をプロテアーゼ感受性として示した。
　1993年、血管を構成する内皮細胞から、
変性アルブミンと結合して細胞内分解へ導
く受容体としてgp　18とgp30が発見された。
しかしこの発見は生体外で化学的に変性
させた人工のアルブミンを生体内に戻すこ
とによって認められた事実であり、生体から
その性質を持つアルブミンは長い間発見さ
れていなかった。そこでまず変性アルブミ
ンを生体から検出し単離する目的で，重篤
な低アルブミン血症を伴う内毒素中毒（LPS
投与による）のラットを作製し、変性アルブミ
ンに特異的なエピトープを認識する抗体を
用いて検索を行った。その結果，内毒素中
　タンパク質が変性する原因の1つとして
フリーラジカルが知られている。内毒素中
毒によって認められたD2・D3アルブミンが
フリーラジカルによる酸化によって生成す
るという仮説をたて，他の酸化ストレスにつ
いて検討した。その結果，加齢（7週→6か月
令）・糖尿病（STZ投与による）・虚血性心疾患
（L－NAME投与による）・急性炎症（テレピン油投
与による）ラットの血液にも、内毒素中毒の時
と同様にD2・D3アルブミンの増加が示さ
れた。これらを酸化ストレスの指標である
TBARSを定量して比較した結果、変性ア
ルブミンの濃度とTBARSの間に相関関係
があることが確認された。特にD3アルブミ
1
ンはモデルの違いにほとんど影響されず
（図1）、フリーラジカルによる酸化がD3ア
ルブミンへの変性原因であることを強く示
した。
図1　TBARSとD3アルブミン濃度の相
　　　関関係
　酸化ストレスのレベルはTBA法により算出した。
D3アルブミン濃度はnative　PAGEで各アルブミンを
分離後、Westem　blot法により定量した。
結果から、内皮細胞における変性アルブミ
ンの分解経路は主にgp　18／30を介した取り
込みであることが示された。
図2　D3アルブミンの細胞内分解におけ
　　　る抗体濃度依存性阻害
　肝内皮細胞を培養したディッシュにコントロール
（●）・gp　18（▲）・gp30（△）・gp18／30両方（■）の抗
体をそれぞれFITC標識D3アルブミンと混合して加
え、2時間37℃でインキュベートした。PBS洗浄後、
細胞内におけるTCA溶解性の蛍光強度を測定後、
D3アルブミンの細胞内分解量を算出した。
修飾アルブミンを用いた研究報告から、
変性アルブミンの分解経路は10種類以上
あるのではないかと予測されている。そこ
で発見した変性アルブミンの分解経路を明
らかにする為、リガンドブロット法により結合
する受容体を検索した。その結果、D3アル
ブミンは血管内皮細胞の受容体gp　18／30と
高い親和性で結合することが示された。ま
た共焦点顕微鏡観察により、D3アルブミン
は内皮細胞のリソソームで分解されること
が明らかとなった。更に抗gp　18抗体と抗30
抗体の両方を用いることによりgp　18／30を
介する経路を阻害すると、D3アルブミンの
分解量が20％に減少した（図2）。これらの
　受容体gp30の機能を更に調べるため、
gp30がD3アルブミン結合後にどのように
細胞内で移動するか調べた。共焦点蛍光
顕微鏡による経時的観察から、細胞表面
にあったgp30がD3アルブミンと共に取り
込まれた後、再び細胞表面に現れ再利用
されることが示された。次に細胞外の変性
アルブミン濃度を増やしたところ、gp30の
再利用速度が上昇し（図3）、細胞内変性ア
ルブミンの分解量が増加した。これらの結
果から、血液中で変性アルブミンが増加し
て分解される必要性が高まった時、血管内
から変性アルブミンを素早く分解する合理
的な機構が存在すると考えられる。
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図3　gp30再利用速度のD3アルブミン
　　　濃度依存性
肝内皮細胞を培養したディッシュに濃度の異なる
D3アルブミン（5・25・50㎎／ml）をそれぞれ加え、
37℃でX軸に示す一定時間インキュベートした。
PBS洗浄後、　FITC標識抗gp30抗体を加え、4℃で1
時間インキュベートした。PBS洗浄後、蛍光強度を
測定し、細胞表面におけるgp30存在量を算出した。
図4　各種アルブミンの腎クリアランス
　ラット大腿静脈にTRITC標識Native・D2・D3アル
ブミン（各1㎎）を投与し、半日分の尿を回収後、採
血した。尿中及び血中のタンパク質をSDS－PAGEで
分離後、アルブミンのバンドの蛍光弓鍍を測定した。
更に尿量と糸球体濾過量を測定し、腎クリアランスを
算出した。
　腎臓によるタンパク質排出は血中タンパ
ク質の消失に大きく関与する。そこで腎臓
による変性アルブミンの排出機構について
調べた。まずWestem　Blot法により尿中に
D2・D3アルブミンが認められた。更に内
毒素中毒における尿中変性アルブミンの
濃度はコントロールに比べ有意に増加して
いた。また変性アルブミンの血中割合に比
べて尿中割合の方が高かった。そこでクリ
アランスに違いがあるか確かめるため、蛍
光標識したNative・D2・D3アルブミンを血
中に投与したところ、Nativeアルブミンに比
べ変性アルブミンのクリアランスが有意に
高かった（図4）。これらの結果から、腎臓
が血液中の変性アルブミンを積極的に尿
中へ排出する合理的機構が明らかになっ
た。
　本研究では生体内に存在する変性アル
ブミンを2つ発見した。そしてその1つD3
アルブミンが、酸化ストレスにより生成し、
主に受容体gp　18／30を介した取り込み経路
によって分解され、また腎臓から積極的に
体外へ排出される一連の流れを明らかに
した。この流れが本研究の最も大きな成果
であり、変性アルブミンの選択的かつ優先
的な消失機構を初めて浮き彫りにした。
　各小見出しに記載した現象は単独でも
新たな発見の為、意義があるものと考えら
れる。しかしそれら現象をつなげることで得
られた一連の流れこそ、変性アルブミンの
生成から消失までの概略図を形成する為、
意義は極めて大きいものと考えられる。こ
の事実は生体の1っの仕組みを明らかに
しただけでなく、変性タンパク質の蓄積に
起因する疾患における治療への基礎とな
ることを期待したい。
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